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GAMMACOAT™ CORTISOL RIA KIT

1. INTENDED USE
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
The GammaCoat™ ['#I] Cortisol Radioimmunoassay Kit is to be used for the
quantitative determination of cortisol (hydrocortisone, Compound F) levels in serum,
plasma or urine.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Cortisol (hydrocortisone, Compound F) is the major glucocorticoid which is secreted by
the adrenal cortex. Among its physiological effects are anti-inflammatory activity, blood
pressure maintenance, and synthesis of carbohydrate from protein.
Glucocorticoids are synthesized in response to adrenocorticotropic hormone (ACTH)
which is secreted by the anterior lobe of the pituitary gland. In the normal individual,
cortisol participates in a negative feedback loop with ACTH through the hypothalamus-
pituitary-adrenal cortex axis (HPA axis). Pituitary ACTH is, in turn, regulated by
corticotropin-releasing factor (CRF) which is secreted by the hypothalamus. The
hypothalamic CRF is responsive to cortisol levels and to stress. Physical and
psychological stress, diurnal variation and low blood sugars will affect the rate of
cortisol secretion.™¢
Malfunction of any organ in the HPA axis will result in alteration of cortisol levels.”®
The evaluation of adrenal gland function by measurement of plasma or serum cortisol
levels aids in the diagnosis of normal and abnormal states. Combinations of morning
and evening measurements and stimulation and suppression tests can offer strong
evidence for diagnosis of specific adrenal-related diseases. The diagnosis of Addison’s
disease (chronic adrenal insufficiency) and Cushing’'s syndrome (adrenal
overproduction) are two examples for which the specific assay of circulating cortisol
levels is helpful in patient evaluation.®©

3. PRINCIPLES OF THE ASSAY

The GammaCoat ['?°l] Cortisol Radioimmunoassay Kit procedure is based on the
competitive binding principles of radioimmunoassay.!" Calibrators and unknown
samples (serum, plasma or urine) are incubated with cortisol tracer in antibody-coated
tubes where the antibody is immobilized onto the lower inner wall of the GammaCoat
tube. After incubation, the contents of the tube are aspirated or decanted and the tube
is counted. A calibrator curve is prepared with 5 serum calibrators ranging from
1-60 pg/dL. Unknown values are interpolated from the calibrator curve. The entire
assay is performed in the coated tube. No separate sample dilution, protein
denaturation or extraction steps are required for serum, urine or plasma samples.

In addition to unextracted urinary cortisol assays, the GammaCoat ['?°l] Cortisol RIA Kit
procedure may also be used to measure urinary free (unconjugated) cortisol. The
cortisol present in the urine must first be extracted into methylene chloride. An aliquot
of the extract is evaporated directly in the GammaCoat antibody-coated tube.
(Experiments have shown that no deleterious effects occur to the antibody-coated tube
if good quality methylene chloride is used.) To insure that the samples contain proper
levels of protein, 10 microliters of Cortisol Serum Blank (CA-2367) are added to each
GammacCoat tube. The remainder of the assay procedure is the same as that used for
serum, plasma or unextracted urine cortisol determinations. The efficiency of the
cortisol extraction from urine by methylene chloride should be monitored.

4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Cortisol Calibrators (A-F) 6 vials /1 mL 6 vials /1 mL
Cortisol Coated Tubes 2 bags /50 ea 10 bags / 50 ea
Cortisol Tracer 1 vial /10 mL 5 vials/10 mL ea
PBS Buffer 1 vial/ 100 mL 5 vials / 100 mL ea
Number of tests 100 500




STORAGE: All reagents including the tracer-buffer reagent are stable through the
expiration date printed on the kit label when stored at 2-8°C. The anti-cortisol coated
tubes can be stored at 2-27°C. Do not use reagents beyond the kit expiration date.
Reagents from different batches must not be mixed.

4.1 Cortisol Tracer: ready to use reagent

Each vial contains approximately 4 pCi of tracer (<1 pg/mL Cortisol) in 10 mL of
phosphate buffered saline, ANS (8-Anilino-1-napthalene sulfonic acid) with 0.1%
sodium azide as a preservative.

4.2 Rabbit Anti-Cortisol Serum Coated Tubes: ready to use reagent
12 x 75 mm tubes are coated with rabbit anti-cortisol serum (titer<1 pg/tube) and
packaged in a plastic bag.

4.3 PBS Buffer: ready to use reagent
Each bottle contains 100 mL of phosphate buffered saline with 0.1% sodium azide as a
preservative.

4.4 Cortisol Serum Calibrators: ready to use reagent

Each vial contains cortisol in 1 mL of processed human serum with 0.1% sodium azide
as a preservative. Calibrators are provided at the following concentrations: 0, 1, 3, 10,
25 & 60 pg/dL, respectively. The DiaSorin Cortisol Calibrators have been calibrated
against the U.S.P. Cortisol Reference Standard. Any comparison with other products or
procedures should be done with this reference standard. The kit calibrators
demonstrate commutability with patient samples when used with reagents and
operating procedure of this in vitro diagnostic test as recommended.

4.5 Auxiliary Label
For tracer-buffer reagent

4.6 AVAILABLE UPON REQUEST:
Semi-Logarithmic Graph Paper
50 sheets per pad

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.
REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL
Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by an FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected. This product may also
contain other human source material for which there is no approved test. Because no
known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus (HBV), hepatitis
C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious agents are
absent, all products containing human source material should be handled in
accordance with good laboratory practices using appropriate precautions as described
in the Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4™ ed., May 1999 or
current edition.

Reagents Containing Sodium Azide

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.



European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

Reagents Containing lodine-125
Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the storage,
handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by
physicians, veterinarians in the practice of veterinary medicine, clinical laboratories or
hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal or
external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or
animals. lts receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the
regulations and the general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of
the state with which the Commission has entered into an agreement for the exercise of
regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali
detergent or radiological decontamination solution. Any glassware used must be
rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the
regulations and conditions of your specific license.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from
the radioactivity printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and
the tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date
where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.

6. SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING
Plasma Samples
Collect a venous blood sample aseptically in an evacuated glass tube containing
heparin or EDTA.
Separate the plasma fraction. The plasma may be stored refrigerated overnight at
2-8°C. For longer storage, samples must be stored frozen at -20°C. Hemolyzed,
lipemic or icteric samples should be avoided.

Serum Samples
Although plasma samples are usually specified for cortisol assays, comparable results
are obtained using serum samples.?

o oN

Separate the serum fraction. The serum may be stored refrigerated overnight at 2-8°C.
For longer storage, samples must be stored frozen at -20°C. The use of hemolyzed,
lipemic or icteric samples should be avoided.

Urine Samples

Collect a 24-hour urine specimen. Record the total volume of urine. Add 10 grams of
boric acid per liter of urine as a preservative, and store a well-mixed aliquot frozen at
-20°C. Thaw frozen samples at room temperature and mix well prior to use.



7. E
71
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8

QUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED.
Constant temperature water bath, 37 + 2°C.
Precision pipet (10 pL).
Semi-automatic pipet (1.0 mL).
Gamma counter.
Test tube rack.
Water aspirator (optional).
Vortex mixer.
Plastic-backed absorbent paper (optional).

Additional supplies for use in urine extraction procedure only:

1.

Qo pwN

Disposable glass test tubes (12 x 75 mm) and caps.

Methylene chloride (dichloromethane; ACS analytical reagent grade).

Ice bath.

Precision pipets (100 & 200 pL).

Hood or well-ventilated area.

Means of evaporating the methylene chloride. This can be done with a stream of
dry air or nitrogen with mild warming of the extract to about 37°C in a hood or well-
ventilated area.

8. URINE EXTRACTION PROCEDURE

This
chlori

procedure includes the methodology for determining the efficiency of methylene
ide extraction. Typical recoveries of cortisol from urine samples averaged

99 £14% in DiaSorin laboratories.

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

Place an adequate volume of methylene chloride in an ice bath to chill. Allow
more than 1 mL per tube. The ice bath should be large enough to accommodate
a beaker of methylene chloride and the rack of glass extraction test tubes.

To determine the extraction efficiency, label two disposable glass test tubes for
each sample to be assayed with the patient’s identification. Label one tube “S” for
Sample and the other tube “E” for Extraction Efficiency.

Add 200 microliters of a well-mixed 24 hour urine sample to the appropriate “S”
and “E” tubes.

To each “E” tube only, add 10 pL of the 60 pg/dL Cortisol Serum Calibrator. Mix
reagents by shaking the test tube rack or mixing each tube.

Add 1.0 mL chilled methylene chloride to each “S” and “E” tube. Vortex well to
extract the cortisol into the organic layer. Cap or cover and place in an ice bath to
avoid excessive evaporation of methylene chloride. To facilitate pipetting the
methylene chloride, it is important to rinse the pipet 3 to 4 times with COLD
methylene chloride before transferring it to the appropriate tubes.

While waiting for phase separation to occur, label two GammaCoat Cortisol tubes
for each “S” tube and two GammaCoat Cortisol tubes for each “E” tube.

After phase separation, carefully remove 100 pL from the bottom (methylene
chloride) layer of each tube and add to the appropriately labeled GammaCoat
tubes. Rinsing the pipet tip in cold methylene chloride prior to pipetting the sample
will minimize seepage of extracted sample from the pipet tip. When transferring
the 100 pL aliquot of extraction solution to the coated tube, do not attempt to wipe
the pipet tip, because the physical properties of methylene chloride cause leakage
and air bubbles in the pipet tip.

To ease the transfer of extraction solution to the coated tube, hold both the
extraction tube and the GammaCaoat tube in the same hand. Rapidly, but carefully,
transfer the 100 uL of extract into the bottom of the GammaCoat tube.



8.8 Evaporate the methylene chloride from the GammaCoat tubes with a stream of

8.9

dry air or nitrogen and mild warming of the extract to about 37°C.

CAUTION: Avoid excessive concentrations of halogenated hydrocarbon fumes in
work areas. EVAPORATION SHOULD BE DONE ONLY IN A HOOD OR WELL-
VENTILATED AREA.

After the methylene chloride is completely evaporated, add 10 pL of the O pg/dL
Cortisol Serum Blank, CA-2367, to each GammaCoat patient sample tube (“S”
and “E” tubes), to ensure that the samples contain the proper levels of protein.

8.10 Continue with the RIA procedure starting with step 1 of Assay Procedure.

9. ASSAY PROCEDURE

Tracer-Buffer Reagent:

Add the entire contents of 1 vial of cortisol tracer to 1 bottle of PBS buffer and mix
gently. A final rinse of the cortisol tracer vial with the tracer-buffer reagent will maximize
transfer of the tracer. Fill out and attach the auxiliary tracer-buffer reagent label to the
container for proper identification. The tracer-buffer reagent must be stored in the dark,
or in a foil-wrapped container, at 2-8°C.

The assay procedure includes the preparation of a calibrator curve from which the
unknown cortisol content in the sample is interpolated.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

Allow all reagents to reach room temperature and mix thoroughly without

foaming prior to use.

Label the GammaCoat tubes in duplicate according to the following scheme.

Total Count [T1,T2] and BO tubes [1,2] may be required for certain data

reduction and quality control programs, but ma}/ be omitted if the calibrator

curve is plotted on semi-logarithmic graph paper. "

Add to the bottom of the appropriate duplicate GammaCoat tubes:

a. 10 L of Cortisol Serum Blank, or each Cortisol Serum Calibrator.

b. FOR SERUM, PLASMA AND UNEXTRACTED URINE SAMPLES, add
10 yL of each sample. Care must be taken to pipet calibrators and
samples in the same manner.'®

c. FOR EXTRACTED URINE SAMPLES, use the GammaCoat tubes

containing the extracted samples from step 9 of Urine Extraction
Procedure.
Serum Blank provide with this kit as diluent. With either unextracted or
extracted urine samples, dilute as required with distilled water. For Urinary
Free Cortisol, extract a 200 pL aliquot of the diluted urine sample (Urine
Extraction Procedure, Step 3). Continue with the routine assay. The
dilution factor must be included in the calculations.

Add 1.0 mL of tracer-buffer reagent to each tube. Gently mix each tube on a

vortex mixer set at a low speed.

Incubate tubes for 45 minutes in a 37 + 2°C water bath.

Aspirate or decant all tubes except Total Counts.

FAILURE TO REMOVE ADHERING SOLUTION ADEQUATELY MAY
RESULT IN POOR REPLICATION AND SPURIOUS VALUES.

If the aspiration technique is used, be sure that the plastic tip of the aspirator
touches the bottom of the coated tube and that all the liquid is removed.

If the decanting technique is used, allow the tubes to drain in an inverted
position for 3-5 minutes. Tap the tubes on absorbent paper to remove any
adhering liquid before placing the tubes upright.

Count all tubes in a gamma counter for 1 minute with the window suitably
adjusted for iodine-125.

Calculate results. Refer to Results.



10. SALIVARY PROCEDURE
This kit also allows assays of saliva samples.

It has been shown that there is a good correlation between the concentration of cortisol
in saliva and the concentration of free cortisol in plasma and serum (these
concentrations represent 60% to 100% of the concentration of the free fraction in
circulation and 4% to 6% of the total concentration in serum or plasma).

Numerous studies have demonstrated the practical and diagnostic advantages of
salivary cortisol assays and confirmed their validity and clinical value.

Two important points were taken into account in adapting this technique to salivary
cortisol assays:

First, because salivary cortisol represents only 5% of total plasma cortisol, a 20-fold
increase in sensitivity is required. To attain this level of sensitivity, the saliva sample
was increased to a volume of 200 pL.

Second, saliva has a lower concentration of proteins (generally consisting of enzymes
and glycoproteins). Only trace amounts of plasma proteins are present, while proteins
that bind with corticosteroids are absent. To guarantee that the effects of the protein
matrix are similar in the sample and standards, 0 calibrator (without cortisol) is added
to each saliva sample (as for assays on extracted urine samples).

Thus, only minor modifications are required in the pipetting of samples and standards
to adapt the method to saliva sample assays, using only reagents already provided in
the kit.

10.1 Collecting and preparing saliva samples

Saliva must be collected 10 minutes after patients rinse their mouths with tap water.
Saliva production should not be stimulated and the patient must be told the difference
between saliva and mucus. A sufficient volume of 1 mL of saliva can be collected in a
few minutes, even from children.

The samples are stored frozen at —20°C. Before the assay, they must be defrosted and
centrifuged; the clear supernate is then pumped out for the assay.

10.2 Salivary Procedure

For each saliva sample, pipette 10 puL of O calibrator in pairs into the labeled tubes;
add 200 pL of the sample and 1 mL of tracer.

For the standard range, pipette 10 pL of O calibrator or the standard in pairs into the
labeled tubes; add 200 pL of PBS buffer, plus 1 mL of tracer

Gently swirl each tube. Incubate for 45 min in a water bath at 37°C. Pump out or decant
the content of the tubes and measure the radioactivity bound to the tube sides for
1 minute.



Standard curve

Cartisol concenration (ug/dL)
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T e salivary cortisol is 0.10 — 0.25
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The standard curves for the
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Figure 3
Standard curves for assay of cortisol in serum or plasma (®)
and in saliva () with the GammaCeat™ 1] RIA kit

Note: This curve was obtained during a study conducted in 1984 with a standard range
of 0, 2.0, 5.0, 10, 25 and 60 pg/dL. The standard range has since been modified.
Please refer to the new range for salivary cortisol calculations, taking into account a
ratio of 1:20.

Normal values
Table 1

Normal morning cortisol levels in saliva and serum (ug/dl)

Saliva Serum

Group of n Median Range n Median Range

subjects* g 9
Normal adults | 150 0.43 0.18 - 1.01 103 6.5 45-21.1
Children (4~ | 165 | 040 |014-091| -
11 years old)

Pregnant

women 84 0.47 0.33-0.91 84 15.7 12.9-39.9

(3" trimester)

* Living in the UK

11. QUALITY CONTROL
Each laboratory should utilize controls at several levels to monitor assay performance.
The controls should be treated as unknowns. Quality control charts should be
maintained to follow the performance of the controls. Appropriate statistical methods
should be used to evaluate trends. Acceptable performance limits should be
ascertained for the individual laboratory.



12, CALCULATION OF RESULTS
Unknown serum, plasma and urine samples may be assayed simultaneously and are
all interpolated from a calibrator curve generated with Cortisol Serum Calibrators. Both
unextracted urinary cortisol samples (UC) and extracted urinary free cortisol samples
(UFC) are then converted to “ug/24 hours” with the appropriate formula.

12.1 Record the counts per minute (CPM) bound for each tube.

12.2 Plot CPM bound for cortisol calibrators (vertical axis) versus cortisol
concentration (horizontal axis) on semi-logarithmic graph paper.

12.3 Draw the best fitting curve. For typical data and graph, refer to TABLE Il and
FIGURE 1.

12.4 Locate CPM bound for each tube corresponding to each sample (controls,
serum, plasma, unextracted and extracted urine) on the vertical axis and follow
a horizontal line intersecting the calibrator curve. At the point of intersection,
read cortisol concentration (ug/dL) on the horizontal axis.

12.5 Unextracted Urinary Cortisol
To convert the urinary cortisol (UC) of unextracted urine samples from pg/dL to pg
cortisol per 24 hours, use the following equation:

_ SxV
uc = 100
where:
S = unextracted urine sample concentration in pg/dL
\% = total urine volume in mL/24 hours
100 = conversion factor

12.6 Extracted Urinary Free Cortisol
To convert the urinary free cortisol (UFC) of extracted urine samples from pg/dL to ug
cortisol per 24 hours, use the following equation:

_ SxV
UFC = 33.3 (E-S)
where:
S =  extracted urine sample concentration in pg/dL
E = efficiency tube concentration for corresponding sample in pg/dL
\% = total urine volume in mL/24 hours
33.3 = combined dilution and extraction efficiency factor
Example:
E = 13.50 pg/dL
S = 7.85pug/dL
\% = 1150 mL/24 hours
UFc= 289 (150) g0 cortisol/24 hours

33.3 (13.50-7.85)



For labs wishing to monitor the efficiency of the urine extraction procedure (EE), the
following formula can be used to calculate the efficiency as a percentage.

_ E-S
EE = ~60 X 100
where:
S = Extracted urine sample concentration in pg/dL
E = Efficiency tube concentration for corresponding sample in pg/dL
6.0 = Expected difference between the “E” and “S” tube concentrations in pg/dL
100 = Conversion factor
12.7 S.I Units

Using a molecular weight of 362.5 daltons, serum calibrators, controls, and patient
values (serum and plasma) can be converted from micrograms per deciliter (ug/dL) to
nanomoles per liter (nmol/L) of S.I. units by multiplying by 27.59 (Refer to TABLE I for
values of cortisol calibrators listed in both units). Similarly, both unextracted and
extracted urine controls and patient values can be converted from micrograms per
24 hours (ug/24 hr) to nanomoles per 24 hours (nmol/24 hr) of S.I. units by multiplying
by 2.76.

TABLE Il

Concentration of Calibrators

Cat. No. Calibrator Level S.1. Units
CA-2367 0 pg/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 ug/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 ug/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 ug/dL 1655 nmol/L




TABLE lll
Recording the Data
Do not use to calculate unknowns

Cortisol
Tube CPM Concentration
No. Contents of Tubes Bound (ug/dL)
T1  Total Counts (Tracer-Buffer) 44516
T2  Total Counts (Tracer-Buffer) 43651
1 Cortisol Serum Blank, B, 0 pg/dL 22311
2 Cortisol Serum Blank, Bg 0 pg/dL 22771 0
3 Cortisol Serum Calibrator 1 pg/dL 19216
4 Cortisol Serum Calibrator 1 pg/dL 19243 1
5 Cortisol Serum Calibrator 3 pg/dL 15331
6 Cortisol Serum Calibrator 3 pg/dL 15731 3
7 Cortisol Serum Calibrator 10 pg/dL 10660
8 Cortisol Serum Calibrator 10 pg/dL 10294 10
9 Cortisol Serum Calibrator 25 pg/dL 6862
10 Cortisol Serum Calibrator 25 pg/dL 6657 25
11 Cortisol Serum Calibrator 60 pg/dL 4186
12 Cortisol Serum Calibrator 60 pg/dL 4224 60
13 Patient “A” Sample 18470 1.3
14 Patient “A” Sample 18992 1.1
Av: 1.2
15 Patient “B” Sample 10377 10.1
16 Patient “B” Sample 10608 9.6
Av: 9.9
17 Patient “C” Sample 6316 28.8
18 Patient “C” Sample 6318 28.8
Av: 28.8

Typical Results
Do not use to calculate unknowns

19,100 _ Patiemv"A"
s Patient "B"
% 11,600 N
Patientk
4,100 1
1 3 10 25 60
Cortisol Concentration pg/dL
FIGURE 1

10



13. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

13.1 Procedural

The tracer-buffer reagent must be protected from light. The coated tubes are ready to
use as received and should be stored at 2-27°C. The plastic wrapper should be closed
securely when storing unused tubes to prevent condensation.

Incubation conditions should be checked routinely. The water bath temperature must
be constant at 37 + 2°C and the water level kept above that of the solution in the tubes
without allowing tubes to float.

The user should note that erroneous results may be caused by improper storage and
hand-ling of samples. Hemolyzed, lipemic and icteric samples should be avoided.
Failure to obtain the appropriate cortisol values for controls may indicate imprecise
manipulations, improper handling, or deterioration of reagents. Controls should be
included in every run. A calibrator curve must be established for every run.

The GammaCoat Cortisol Kit should not be used to qualify cortisol levels in samples
from patients treated with prednisolone. See Interpretive Limitations.

13.2 Interpretive

Normal cortisol levels are generally highest from 5 AM to 10 AM and lowest from 8 PM
to 4 AM.5 PM levels are usually 1/2 to 1/3 of AM levels. A mid-day surge of cortisol
levels in women, coincident with food intake and markedly attenuated by food
deprivation, has been described.'” Diurnal variation, stimulation and suppression tests,
and various types of stressful situations normally alter cortisol levels. For example,
ACTH stimulation usually yields values two to three times the reference AM level."®
Metyrapone and dexamethasone suppression normally yield AM samples with values
less than 5 pg/dL." Estrogens, as in oral contraceptives, may cause elevated cortisol
levels as a result of altered concentrations of plasma and serum proteins. Thus, each
patient’s cortisol values are usually evaluated in reference to his/her AM cortisol level.
Cortisol assays of samples from patients under prednisolone treatment are
contraindicated because of high cross-reactivity of this kit's cortisol antibody with
prednisolone and 6-methylprednisolone. The high cross-reactivity may yield high
apparent cortisol levels.

Cortisol determinations generated by the direct urinary protocol will result in clinically
valid values when compare with the reported unextracted urinary cortisol normal range.
Since it is well known that unidentified substances present in urine can interfere with
free cortisolimmunoassays, the values obtained using direct urinary protocols will be
higher than those obtained from urine samples that have been purified by techniques
such as high pressure liquid chromatography.'®2°

14. EXPECTED VALUES

14.1 Plasma or Serum Levels

Mornings:

7-25 pg/dL or 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Evenings:

2-9 ug/dL or 20-90 ng/mL

[65-248 nmol/L]

These ranges may be used as guides until each laboratory has established its own
normal ranges.

14.2 Unextracted Urinary Cortisol

The normal range for urinary cortisol (UC) of unextracted urine samples is 75-270 ug
per 24 hours [207-745 nmol/24 hr]. Improper urine specimen collections may result in
incorrect patient evaluation. It has been recommended that creatinine be determined to
identify grossly inadequate urine collections.?'

11



14.3 Extracted Urinary Free Cortisol

The normal range of urinary free cortisol is 20-90 ug cortisol per 24 hours
[55-248 nmol/24 hr]. Improper urine specimen collection may result in incorrect patient
evaluation. It has been recommended that creatinine be determined to identify grossly
inadequate urine collections.?'

15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

15.1 Precision

The intra-run precision was determined from the mean of 20 simultaneous assays per
serum sample. The inter-run precision was determined from the mean of the average
of duplicates for 20 separate runs.

Intra-Run Standard Coefficient
Precision Number of Mean Deviation of Variation
Sample Assays (ng/dL) (pg/dL) (%)
Serum Pool A 20 2.9 0.19 6.6
Serum Pool B 20 12.1 0.93 7.7
Serum Pool C 20 47 1 3.18 6.8
Inter-Run Number of Standard Coefficient
Precision Separate Mean Deviation of Variation
Sample Runs (ug/dL) (ug/dL) (%)
Serum Pool D 20 3.7 0.33 9.0
Serum Pool E 20 12.1 1.19 9.8
Serum Pool F 20 36.9 3.24 8.8

15.2 Trueness: The Trueness of this assay has been checked by the recovery test.
Recovery from Pooled Sera

Spiked samples were prepared by diluting a known high cortisol sample with a
previously analyzed serum pool. Each spiked sample was assayed in quadruplicate.
Percent recovery is calculated as (recovered/expected) x 100.

Contribution Contribution Expected Recovered
from Spike from Pool Value Value Percent (%)
(ug/dL) (pg/dL) (ug/dL) (pg/dL) Recovery
4.2 1.6 5.8 5.5 95
11.2 1.6 12.7 12.8 101
17.2 1.6 18.8 184 98
26.3 1.6 27.9 254 91
41.2 1.6 42.8 39.2 92

15.3 Analytical Sensitivity

The sensitivity of the calibrator curve is defined as the smallest single value which can
be distinguished from zero. A statistical estimation of the minimal detectable
concentration (sensitivity) was calculated according to the method of D. Rodbard?? for
30 replicates at the zero point of the calibrator curve. The calculated sensitivity is
0.21 pg/dL.

15.4 Avidity
The calculated affinity constant of the cortisol antiserum is approximately 2 x 108 liters/
mole.
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15.5 Analytical Specificity

Data on the cross-reactivity of the antiserum used in this kit are expressed as the ratio
of cortisol concentration to the cross-reacting substance concentration at 50%
inhibition of maximum binding.

Compound % Cross-reactivity
Cortisol 100
Prednisolone 25.5
6-Methylprednisolone 14.5
11-Deoxycortisol 9.8
17-Hydroxyprogesterone 0.4
Corticosterone 0.9
Dexamethasone 0.049
Prednisone 3.8
Deoxycorticosterone 0.14
Tetrahydrocortisone 0.2
Aldosterone <0.1
3-Cortol <0.1
3-Cortolone <0.1
Cortisone 10.3
Dihydrocortisone 0.43
Progesterone 0.015
Spironolactone <0.1
Tetrahydrocortisol 0.3
6-R-Hydrocortisone 4.2

SEE LAST PAGE FOR REFERENCES

13



TROUSSE DE DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE
GAMMACOAT™ CORTISOL

1. INDICATION
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
La trousse de dosage radio-immunologique GammaCoat™ ['#|] Cortisol permet
d'effectuer la détermination quantitative du taux de cortisol (hydrocortisone, Composé F)
présent dans le sérum, le plasma et l'urine.

2. RESUME ET COMMENTAIRE
Cortisol (hydrocortisone, Composé F) est le glucocorticoide le plus important sécrété par
le cortex surrénal. Ses effets physiologiques comprennent l'activité anti-inflammatoire,
le maintien de la pression sanguine et la synthése des protéines en carbohydrates.
Les glucocorticoides sont synthétisés par I'hormone corticotrope (ACTH) sécrétée par
le lobe antérieur de I'hypophyse. Chez un individu normal, le cortisol participe a une
boucle de suivi négative avec la ACTH dans l'axe hypothalamus-hypophyse-cortex
surrénal (axe HPA). La ACTH sécrétée par I'hypophyse est a son tour régulée par la
substance libératrice de I'normone corticotrope (CRF) sécrétée par I'hypothalamus.
La substance libératrice de I'hormone corticotrope (CRF) détermine le taux de cortisol
et le stress. Le stress physique et psychologique, la variation au cours de la journée et
une faible quantité de sucre dans le sang affectent le taux de sécrétion de cortisol."®
Les troubles de la fonction de I'un des organes de I'axe HPA engendreront une
altération du taux de cortisol.”® L'évaluation de la fonction de la glande surrénale,
effectuée en mesurant le taux de cortisol dans le plasma ou le sérum, est utile dans le
diagnostic d'un état normal ou anormal. La comparaison des mesures effectuées le
matin et le soir, ainsi que les tests de stimulation et de suppression, peuvent apporter
des résultats concrets pour le diagnostic de troubles spécifiques liés a la surrénale.
Le diagnostic de la maladie d'Addison (insuffisance surrénale chronique) et du
syndrome de Cushing (hypersécrétion du cortex surrénal) sont deux exemples pour
lesquels I'évaluation spécifique du taux de cortisol en circulation est utile pour I'examen
du patient.®°

3. DESCRIPTION DE LA METHODE DE DOSAGE

La méthode de la trousse de dosage radio-immunologiqgue GammaCoat ['*]] Cortisol
est basée sur les principes de liaison compétitive du dosage radio-immunologique.'
Les étalons et échantillons a déterminer (sérum, plasma ou urine) sont mis en
incubation avec le traceur cortisol dans des tubes enduits d'anticorps, ou I'anticorps est
immobilisé sur la paroi interne inférieure du tube de GammacCoat. Aprés l'incubation, le
contenu de I'éprouvette est aspiré ou décanté et I'éprouvette est comptée. Une courbe
d'étalonnage est préparée avec 5 étalons de sérum dans un intervalle de 1 a 60 pg/dL.
Les valeurs a déterminer sont interpolées a l'aide de la courbe d'étalonnage. La totalité
du dosage est effectuée dans le tube enduit. Pour les échantillons de sérum, d'urine et
de plasma, aucune dilution séparée des échantillons, dénaturation des protéines ou
étape d'extraction n'est nécessaire.

Outre les dosages de cortisol effectués dans I'urine non extraite, la procédure de la
trousse de dosage radio-immunologique GammaCoat ['?°]] Cortisol peut étre utilisée
pour mesurer le cortisol libre (non conjugué) dans l'urine. Le cortisol présent dans
I'urine doit avant tout étre extrait dans du chlorure de méthyléne. Une part de I'extrait
est évaporé directement dans le tube enduit d'anticorps GammaCoat.
(Des expériences ont montré qu'aucun effet délétére n'est provoqué dans le tube
enduit d'anticorps si du chlorure de méthyléne de bonne qualité est utilisé.) Pour
vérifier que les échantillons contiennent un taux correct de protéines, 10 microlitres de
Sérum témoin cortisol (CA-2367) sont ajoutés a chaque éprouvette GammaCoat.
La suite de la procédure de dosage est la méme que celle qui est utilisée pour le
dosage de cortisol dans le sérum, le plasma et I'urine non extraite. L'efficacit¢ de
I'extraction du cortisol de I'urine a l'aide du chlorure de méthyléne doit étre surveillée.
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4. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Etalons Cortisol (A-F) 6 tubes /1 mL 6 tubes/1 mL

Tubes enduits de Cortisol 2 poches / 50 chacun 10 poches / 50 chacun
Traceur Cortisol 1 tube / 10 mL 5 tubes / 10 mL chacun
Tampon PBS 1 tube/ 100 mL 5 tubes / 100 mL chacun
Nombre de dosages 100 500

CONSERVATION : tous les réactifs, y compris le réactif du tampon de traceur, sont
stables jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette de la trousse, s'ils sont
conservés entre 2 et 8°C. Les tubes enduits d'anti-cortisol peuvent étre conservées a une
température comprise entre 2 et 27°C. Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de
péremption de la trousse. Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

4.1 Traceur Cortisol : réactif prét a I'emploi

Chaque tube contient environ 4 pCi de traceur (<1 pg/mL Cortisol) dans 10 mL de
solution saline de tampon phosphaté, ANS (8-Aniline-1-napthaléne acide sulfonique)
avec 0,1% de nitrure de sodium comme conservateur.

4.2 Tubes enduits de sérum anti-Cortisol de lapin : réactif prét a I'emploi
Les tubes de 12 x 75 mm sont enduits de sérum anti-cortisol de lapin
(titre<1 pg/éprouvette) et emballées dans une poche plastique.

4.3 Tampon PBS : réactif prét a I'emploi
Chaque flacon contient 100 mL de solution saline de tampon phosphaté avec 0,1% de
nitrure de sodium comme conservateur.

4.4 Etalons Cortisol Sérum : réactif prét a I'emploi

Chaque tube contient du cortisol dans 1 ml de sérum humain traité contenant 0,1% de
nitrure de sodium comme conservateur. Les étalons sont fournis dans les concentrations
suivantes : respectivement 0, 1, 3, 10, 25 et 60 pg/dL. Les étalons Cortisol DiaSorin ont
été calibrés selon le standard de référence de cortisol U.S.P. Toute comparaison avec
d'autres produits ou procédures de dosage doit étre effectuée selon ce standard de
référence. Les étalons de la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons
des patients lorsqu'ils sont utilisés avec des réactifs et selon le mode d'emploi de ce
dosage diagnostique in vitro, comme recommandé.

4.5 Marquage supplémentaire
Pour le réactif du tampon de traceur

4.6 DISPONIBLE SUR DEMANDE :
Papier quadrillé semi-logarithmique
50 feuilles par paquet

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'homme ou I'animal.

Réactifs contenant des produits d'origine humaine

Traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma utilisé dans la préparation du présent produit a été testé
selon une méthode approuvée par la FDA. Il s'est avéré non réactif a la présence de
HBsAg, d'anticorps VHC et d'anticorps VIH 1/2. Méme si ces méthodes sont extrémement
précises, elles ne garantissent pas la détection de tous les dons infectés. Ce produit peut
également contenir d'autres produits d'origine humaine pour lesquelles il n'existe aucun test
agréé. Comme aucune méthode de test connue ne peut offrir I'assurance compléte de
'absence du virus de I'hépatite B (VHB), du virus de I'hépatite C (VHC), du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) ou d'autres agents infectieux, tous les produits d'origine
humaine doivent étre manipulés conformément aux bonnes pratiques de laboratoire en
prenant les précautions appropriées décrites dans le document des Centers for Disease
Control and Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories,” 4°™ éd., Mai 1999 ou derniére édition.
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REACTIFS CONTENANT DU NITRURE DE SODIUM
ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent du nitrure de sodium. Le
nitrure de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des
azotures ultra-explosifs. Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher
I'accumulation d'azide. Pour plus d'informations, consultez le guide “Decontamination
No. Pour plus d'informations, consultez "Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts," dans le manuel the Manual Guide-Safety Management No

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage des gaz trés toxiques.

S28 - Aprés un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DE L'IODE 125
Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre
utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence générale :

Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des
médecins, des laboratoires cliniques, des hépitaux, des vétérinaires et des centres de
recherche dans le cadre de la pratique de médecine vétérinaire, de laboratoires
cliniques ou des hdpitaux, et uniguement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas Il'administration interne ou externe du produit, ni par
rayonnement, a I'homme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son
utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de
I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé dans son récipient d'origine a un endroit
désigné.

L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.

En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone,
puis la laver a l'aide d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entierement lavé
a l'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

aproeN

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence spécifique :

La réception, Il'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont
sujets aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.
AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigene.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légérement
différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon
du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de
radioactivitt a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.
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6. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Echantillons de plasma
Prélevez un échantillon de sang veineux dans un environnement aseptique et placez-le
dans un tube de verre a vide contenant de I'héparine ou de I'EDTA.
Fractionnez le plasma. Le plasma peut étre conservé une nuit dans un endroit réfrigéré
entre 2 et 8°C. Pour une conservation plus longue, les échantillons doivent étre congelés
a -20°C. Les échantillons hémolysés, lipémiques ou ictériques doivent étre évités.

Echantillons de sérum

Bien que les dosages de cortisol soient habituellement effectués dans des échantillons
de plasma, des résultats comparables peuvent étre obtenus a partir d'échantillons de
sérum.'?

Fractionnez le sérum. Le sérum peut étre conservé pendant une nuit dans un endroit
réfrigéré entre 2 et 8°C. Pour une conservation plus longue, les échantillons doivent
étre congelés a -20°C. Les échantillons hémolysés, lipémiques ou ictériques doivent
étre évités.

Echantillons d'urine

Prélevez un échantillon d'urine de 24 heures. Enregistrez le volume total d'urine.
Ajoutez 10 grammes d'acide borique par litre d'urine comme conservateur,
puis conservez une fraction bien mélangée en la congelant a -20°C. Décongelez les
échantillons a température ambiante et mélangez bien avant I'emploi.

7. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS
7.1 Bain d'eau a température constante a 37 + 2°C.
7.2  Pipette de précision (10 pL).
7.3  Pipette semi-automatique (1,0 mL).
7.4  Compteur gamma.
7.5 Portoir.
7.6  Aspirateur d'eau (optionnel).
7.7  Agitateur-mélangeur Vortex.
7.8  Papier absorbant recouvert d'une pellicule plastique (optionnel).
Fourniture supplémentaire uniquement pour la procédure d'extraction d'urine :
Tubes en verre jetable (12 x 75 mm) et bouchons.
Chlorure de méthylene (dichlorométhane ; degré analytique de réactif ACS).
Bain de glace.
Pipettes de précision (100 & 200 pL).
Endroit protégé ou bien ventilé.
Moyens d'évaporation du chlorure de méthyléne. Cette opération peut étre

effectuée avec un courant d'air sec ou d'azote en chauffant Iégéerement
I'échantillon a 37°C environ, dans un endroit protégé ou bien ventilé.

8. PROCEDURE DE PRELEVEMENT DE L'URINE
Cette procédure comprend la méthode de détermination de I'efficacité de I'extraction a
l'aide du chlorure de méthyléne. La récupération du cortisol dans les échantillons
d'urine est en général de 99 + 14% dans les laboratoires DiaSorin.

8.1 Placez une quantité adéquate de chlorure de méthylene dans un bain de glace
pour le refroidir. Disposez plus de 1 mL par tube. Le bain de glace doit étre
suffisamment grand, de maniére a pouvoir y placer un vase a bec de chlorure de
méthylene et le portoir.

8.2 Pour déterminer I'efficacité de I'échantillon, marquez l'identification du patient sur
deux tubes de verre jetables pour chaque échantillon a doser. Marquez une
éprouvette “S” pour I'échantillon et I'autre avec “E” pour l'efficacité d'extraction.

8.3 Ajoutez 200 microlitres d'un échantillon d'urine de 24 heures bien mélangé dans
les éprouvettes “S” et “E”.

SapwN=
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8.4 Dans chaque éprouvette “E”, ajoutez 10 pyL de I'étalon de sérum Cortisol
60 pg/dL. Mélangez les réactifs en agitant tout le portoir ou en mélangeant
chaque éprouvette individuellement.

8.5 Ajoutez 1,0 mL de chlorure de méthyléne refroidi a chaque éprouvette “S” et “E”.
Agitez bien I'échantillon sur un Vortex de maniére a extraire le cortisol de la
couche organique. Placez le bouchon ou couvrez les éprouvettes et disposez-les
dans un bain de glace pour éviter I'évaporation excessive du chlorure de
méthyléne. Pour faciliter le pipetage du chlorure de méthyléne, il est important de
rincer la pipette 3 ou 4 fois a I'aide de chlorure de méthyléne FROID avant de le
verser dans les éprouvettes appropriées.

8.6 En attendant la phase de séparation, marquez deux éprouvettes GammaCoat
Cortisol pour chaque éprouvette “S” et deux éprouvettes GammaCoat Cortisol
pour chaque éprouvette “E”.

8.7 Aprés la séparation, retirez soigneusement 100 pL de la couche inférieure

(chlorure de méthyléne) de chaque éprouvette et ajoutez-les aux éprouvettes
GammaCoat marquées de maniére appropriée. Rincez la pointe de la pipette a
I'aide de chlorure de méthyléne froid avant de pipeter I'échantillon : vous éviterez
ainsi des fuites d'échantillon prélevé par la pointe de la pipette. Lorsque vous
transférez la fraction de 100 pL de la solution d'extraction dans I'éprouvette
enduite, n'essuyez pas la pointe de la pipette, car les propriétés physiques du
chlorure de méthylene provoquent des fuites et des bulles d'air dans la pointe de
la pipette.
Pour faciliter le transfert de la solution d'extraction dans I'éprouvette enduite,
tenez I'éprouvette d'extraction et I'éprouvette contenant le GammaCoat dans la
méme main. Transférez rapidement mais soigneusement l'extrait de100 pL dans
le fond de I'éprouvette GammaCoat.

8.8 Laissez s'évaporer le chlorure de méthylene des éprouvettes de GammaCoat a

I'aide d'un courant d'air sec ou d'azote et chauffez Iégerement I'échantillon a 37°C
environ.
ATTENTION : évitez les concentrations excessives de vapeurs d'hydrocarbure
halogéne dans les environnements de travail. L'EVAPORATION DOIT ETRE
EFFECTUEE UNIQUEMENT DANS UN ENVIRONNEMENT PROTEGE OU BIEN
VENTILE.

8.9 Lorsque le chlorure de méthyléne est entierement évaporé, ajoutez 10 pL de
Sérum témoin cortisol CA-2367 0 pg/dL dans chaque éprouvette d'échantillon du
patient (éprouvettes “S” et “E”), pour vous assurer que les échantillons
contiennent une quantité appropriée de protéines.

8.10 Poursuivez la procédure de dosage radio-immunologiqgue en commencant par la
premiére étape de la procédure de dosage.

9. PROCEDURE DE DOSAGE

Réactif du tampon de traceur :

Ajoutez tout le contenu d'un tube de traceur cortisol a un flacon de tampon PBS et
mélangez délicatement. Pour améliorer le transfert du traceur, rincez une derniére fois
le flacon de traceur cortisol avec le réactif du tampon de traceur. Remplissez et collez
I'étiquette du réactif du tampon de traceur au récipient, de maniére a bien pouvoir
l'identifier. Le réactif du tampon de traceur doit étre conservé dans I'obscurité ou dans
un récipient emballé dans du papier aluminium a 2-8°C.

La procédure de dosage comprend la préparation de la courbe d'étalonnage a partir de
laquelle le contenu du cortisol a déterminer dans I'échantillon est interpolée.

9.1 Laissez tous les réactifs atteindre la température ambiante et mélangez bien
avant I'emploi, en évitant la formation de mousse.
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9.2 Marquez les éprouvettes GammaCoat en double selon le schéma suivant.
L'activité totale [T1,T2] et les éprouvettes BO [1,2] pourraient étre nécessaires
pour une certaine réduction des données et pour des programmes de contrle de
qualité. Cette opération peuvent toutefois étre évitée si la courbe d'étalonnage
est tracée sur du papier quadrillé semi-logarithmique.13'15

9.3 Au fond des éprouvettes GammaCoat appropriées, ajoutez :
a. 10 pL de Sérum témoin cortisol, ou chaque étalon de sérum Cortisol.

b. POUR LES ECHANTILLONS DE SERUM, PLASMA ET D'URINE NON
EXTRAITE, ajoutez 10 pyL de chaque échantillon. Veillez a pipeter les
étalons et échantillons de la méme maniére.'®

c. POUR LES ECHANTILLONS D'URINE EXTRAITE, utilisez les
éprouvettes GammaCoat contenant les échantillons extraits de la
neuviéme étape de la procédure d'extraction de I'urine.

REMARQUE : pour la dilution des échantillons et sérum ou de plasma
des patients, il est préférable d'utiliser le Sérum témoin cortisol fourni
dans cette trousse comme diluent. Avec les échantillons d'urine extraite
ou non extraite, effectuez la dilution comme indiqué avec de l'eau
distillée. Pour le cortisol libre dans l'urine, extrayez 200 uL de I'échantillon
d'urine dilué (Procédure d'extraction d'urine, 3éme étape). Poursuivez le
dosage habituel. Le facteur de dilution doit étre compris dans les calculs.
9.4 Ajoutez 1,0 mL de réactif du tampon de traceur dans chaque éprouvette.
Mélangez lentement chaque éprouvette sur un agitateur Vortex réglé a une
vitesse réduite.
9.5 Mettez les éprouvettes en incubation pendant 45 minutes dans un bain d'eau a
37 £ 2°C.
9.6 Aspirez ou décantez toutes les éprouvettes, a I'exception de I'activité totale.
UNE MAUVAISE ELIMINATION DE LA SOLUTION ADHERANT AUX PAROIS
POURRAIT PROVOQUER UNE MAUVAISE REPRODUCTION OU DES
VALEURS ERRONEES.
Si vous utilisez la technique par aspiration, assurez-vous que l'extrémité de
plastique de l'aspirateur entre en contact avec le fond de I'éprouvette enduite et
que tout le liquide est bien éliminé.
Si vous utilisez la technique par décantation, laissez les éprouvettes a I'envers
pendant 3 a 5 minutes afin qu'elles se vident bien. Tapez les tubes sur du papier
absorbant pour éliminer le liquide qui y adhére avant de replacer les tubes a
I'endroit.
9.7 Comptez toutes les éprouvettes dans un compteur gamma pendant 1 minute, la
fenétre correctement réglée pour l'iode-125.
9.8 Calculez les résultats. Consultez les résultats.

10. PROCEDURE POUR LA SALIVE
Cette trousse permet également de doser des échantillons de salive.
Il a été démontré qu'il existe une bonne corrélation entre la concentration de cortisol
présent dans la salive et la concentration de cortisol libre dans le plasma et le sérum
(ces concentrations représentent entre 60% et 100% de la concentration de la fraction
libre en circulation et entre 4% et 6% de la concentration totale dans le sérum ou le
plasma).
De nombreuses études ont démontré les avantages pratiques et diagnostiques du
dosage du cortisol dans la salive. Elles ont confirmé son intérét et son évaluation
clinique.
Deux points importants ont été pris en compte dans I'adaptation de cette technique au
dosage de cortisol dans la salive :
Tout d'abord, le cortisol présent dans la salive ne représentant que 5% du cortisol total
dans le plasma, une augmentation par 20 est nécessaire dans la sensibilité.
Pour atteindre ce niveau de sensibilité, I'échantillon de salive a été porté a un volume
de 200 pL.
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De plus, la salive contient une concentration inférieure de protéines (consistant en
général en enzymes et glycoprotéines). Seules des traces de protéines du plasma sont
présentes, et les protéines qui se lient aux corticostéroides sont absentes.
Pour garantir que les effets de la matrice de protéines sont semblables dans les
échantillons et dans les étalons, du calibrateur 0 (sans cortisol) est ajouté dans
chaque échantillon de salive (comme pour les dosages d'échantillons d'urine extraite).
Ainsi, seules des modifications minimales sont requises dans le pipetage des
échantillons et étalons afin d'adapter cette méthode au dosage des échantillons de
salive en n'utilisant que les réactifs fournis dans la trousse.

10.1 Prélévement et préparation des échantillons de salive

La salive doit étre prélevée 10 minutes apres que les patients se sont rincé la bouche
avec de l'eau du robinet. La production de salive ne doit pas étre stimulée. Le patient
doit étre informé de la différence entre la salive et le mucus. 1 mL de salive est
suffisant et peut étre prélevé en quelques minutes, méme chez les enfants.

Les échantillons sont conservés congelés a —20°C. Avant le dosage, décongelez et
centrifugez les prélevements. Pompez ensuite le surnageant clair pour le dosage.

10.2 Procédure pour la salive

Pour chaque échantillon de salive, pipetez 10 uL de calibrateur 0 en double dans
des tubes marqués. Ajoutez 200 pL d'échantillon et 1 mL de traceur.

Pour l'intervalle standard, pipetez 10 pL de calibrateur 0 ou d'étalon en double dans
les tubes marqués. Ajoutez 200 pL de tampon PBS et 1 mL de traceur

Agitez légerement chaque éprouvette. Faites incuber pendant 45 min dans un bain
d'eau a 37°C. Pompez ou décantez le contenu des éprouvettes et mesurez la
radioactivité liée aux parois de I'éprouvette pendant 1 minute.

Courbe standard

Cartisol concentration (ugidL)

o o0 025 05 135 3 o 2 60 La valeur normale de cortisol
T T T — T dans la salive est de 0,10 —
E 025 - 0,50 - 1,25 et 3,0
pg/dL. Les courbes standard
pour les deux techniques de
dosage (sérum et salive)
comprises dans cette trousse
sont illustrées dans le
graphique a gauche.

.

)
=]
L

Bien que le volume
d'incubation soit Iégérement
supérieur dans le dosage de
la salive que dans le dosage
Lk i i N L i du sérum (1,210 pL au lieu de
a 3 o0 3} 0 30 LeN 1,010 pL), cela n'a aucun
effet sur la capacité de liaison
du marqueur dans l'intervalle
de la courbe standard.

Corsol comesatratan (nmel/L)

Figure 3
Standard curves for assay of corisol in serum or plasma (@)

and in saliva (2) with the GammaCoat™ [*°[] RIA ki

Remarque : cette courbe a été obtenue au cours d'une étude conduite en 1984 avec
un intervalle standard de 0 ; 2,0 ; 5,0 ; 10 ; 25 et 60 pg/dL. L'intervalle standard a
depuis été modifié. Veuillez consulter le nouvel intervalle pour les calculs de cortisol
contenu dans la salive et tenir compte de la proportion de 1:20.
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Valeurs normales
Tableau 1

Taux normaux de cortisol dans la salive et le sérum le matin (pg/dL)

Salive Sérum
Grogpe*de n Médian Intervalle n Médian Intervalle
sujets
Adultes normaux | 150 0,43 0,18-1,01 | 103 6,5 45-21.1

Enfants (entre
4 et 11 ans)

Femmes
enceintes 84 0,47 0,33-0,91 84 15,7 12,9 -39,9
(3°™ trimestre)

*Vivant en GB

105 | 040 |0,14-091| -

11. CONTROLE QUALITE
Chaque laboratoire doit appliquer des contrdles a plusieurs niveaux pour vérifier les
performances du dosage. Les contrdles doivent étre considérés comme des valeurs a
déterminer. Les graphiques de contréle de la qualité doivent étre maintenus pour
suivre les performances des contrdles. Des méthodes statistiques appropriées doivent
étre utilisées pour évaluer les tendances. Chaque laboratoire doit établir ses propres
limites de performances acceptables.

12. CALCUL DES RESULTATS
Les échantillons a déterminer de sérum, de plasma et d'urine peuvent étre dosés
simultanément étre interpolés depuis une courbe d'étalonnage générée avec les
étalons du sérum de cortisol. Les échantillons de cortisol dans I'urine non extraite (UC)
et les échantillons de cortisol libre dans I'urine extraite (UFC) sont ensuite convertis en
“Mg/24 heures” a I'aide de la formule appropriée.

12.1 Enregistrez les coups par minute (CPM) de chaque éprouvette.

12.2 Tracez les CPM liés pour les étalons de cortisol (axe vertical) et la
concentration de cortisol (axe horizontal) sur du papier quadrillé semi-
logarithmique.

12.3 Dessinez la courbe la plus précise possible. Pour avoir une idée des données
et du graphique typiques, veuillez consulter le TABLEAU Il et la FIGURE 1.

12.4 Placez les CPM liés pour chaque éprouvette en correspondance de chaque
échantillon (contréles, sérum, plasma, urine extraite et non extraite) sur I'axe vertical
et suivez une ligne horizontale jusqu'a rencontrer la courbe d'étalonnage. Au point
d'intersection, lisez la concentration de cortisol (ug/dL) sur I'axe horizontal.

12.5 Cortisol dans I'urine non extraite
Pour convertir le taux de cortisol de I'urine (UC) des échantillons d'urine non extraite de
ug/dL en ug pour 24 heures, appliquez I'équation suivante :

_ SxV
uc= 100
ou:
S = concentration en pg/dL de I'échantillon d'urine non extraite
\% = volume total d'urine en mL/24 heures
100 = facteur de conversion
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12.6 Cortisol libre dans I'urine extraite
Pour convertir le taux de cortisol libre (UFC) de I'urine dans les échantillons d'urine
extraite de pg/dL en pg pour 24 heures, appliquez I'équation suivante :

_ SxV
UFC= 333 Es)
ou:
S = Concentration en pg/dL de I'échantillon d'urine extraite
E = Concentration de I'éprouvette d'efficacité pour I'échantillon correspondant
en yg/dL
\% = Volume total d'urine en mL/24 heures
33,3 = facteur de dilution combinée et d'efficacité d'extraction
Exemple :
E = 13,50 pg/dL
S = 7,85 ug/dL
\% = 1150 ml/24 heures
UFC = (7,85) (1150) 48 g cortisol/24 heures

33,3 (13,50-7,85)

Pour les laboratoires qui souhaitent contréler I'efficacité de la procédure d'extraction de
l'urine (EE), la formule suivante peut étre utilisée pour calculer l'efficacité en

pourcentage.
_ E-S
EE = 60 x 100
ou:
S concentration en ug/dL de I'échantillon d'urine extraite

E concentration de I'éprouvette d'efficacité pour I'échantillon correspondant en
pg/dL

6,0 = Différence attendue entre les concentrations des éprouvettes “E” et “S” en pg/dL

100 = Facteur de conversion

12.7 Unités S.I.

En utilisant un poids moléculaire de 362,5 daltons, les étalons de sérum, les contrbles et
les valeurs des patients (sérum et plasma) peuvent étre convertis de microgrammes par
décilitre (ug/dL) en nanomoles par litre (nmol/L) d'unités S.I. en multipliant par 27,59
(consultez le TABLEAU Il pour les valeurs d'étalons de cortisol présentées dans les
deux unités). De la méme fagon, les contréles d'urine extraite et non extraite et les valeurs
des patients peuvent étre convertis de microgrammes pour 24 heures (ug/24 hr) en
nanomoles pour 24 heures (nmol/24 hr) d'unités S.I. en multipliant par 2,76.

TABLEAU Il
Concentration des étalons

Cat. Nb. Niveau de calibrateurs Unités S.I.
CA-2367 0 ug/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 ug/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
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TABLEAU Il
Enregistrement des données

A ne pas utiliser pour calculer les valeurs a déterminer

Cortisol
Tube CPM Concentration
Nb  Contenu des tubes lié (pg/dL)
T1 Efficacité Totale (Tampon de traceur) 44516
T2 Efficacité totale (Tampon de traceur) 43651
1 Sérum témoin cortisol, B 0 pg/dL 22311
2 Sérum témoin cortisol, By 0 pg/dL 22771 0
3 Etalon de Sérum Cortisol 1 pg/dL 19216
4 Etalon de Sérum Cortisol 1 pg/dL 19243 1
5 Etalon de Sérum Cortisol 3 pg/dL 15331
6 Etalon de Sérum Cortisol 3 pg/dL 15731 3
7 Etalon de Sérum Cortisol 10 pg/dL 10660
8 Etalon de Sérum Cortisol 10 pg/dL 10294 10
9 Etalon de Sérum Cortisol 25 pg/dL 6862
10 Etalon de Sérum Cortisol 25 pg/dL 6657 25
11 Etalon de Sérum Cortisol 60 pg/dL 4186
12 Etalon de Sérum Cortisol 60 pg/dL 4224 60
13 Echantillon patient “A” 18470 1,3
14 Echantillon patient “A” 18992 1,1
Mo : 1,2
15 Echantillon patient “B” 10377 10,1
16 Echantillon patient “B” 10608 9,6
Mo : 9,9
17 Echantillon patient “C” 6316 28,8
18 Echantillon patient “C” 6318 28,8
Mo : 28,8

Résultats typiques
A ne pas utiliser pour calculer les valeurs a déterminer

19,100

Patient"'A"
_—
s Patient "B"
& 11,600 N
PatiemN
4,100 |
1 3 10 25 60
Concentration de cortisol pg/dL
FIGURE 1
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13. LIMITES DU DOSAGE

13.1 Procédure

Le réactif du tampon de traceur doit étre placé a I'abri de la lumiére. Les tubes enduits
sont préts a I'emploi lorsqu'ils sont livrés. Conservez-les a une température comprise
entre 2 et 27°C. Fermez bien I'emballage plastique lorsque vous conservez les tubes
non utilisés, de maniére a éviter la condensation.

Vérifiez réguliérement les conditions d'incubation. La température du bain d'eau doit
étre constante a 37 +2°C et le niveau de I'eau doit toujours étre supérieur a celui de la
solution dans les éprouvettes, en veillant bien a ce que les éprouvettes ne flottent pas.
L'utilisateur doit remarquer que des résultats erronés peuvent étre provoqués par une
conservation impropre et par la manipulation des échantillons. Evitez les échantillons
hémolyseés, lipémiques et ictériques.

Si vous ne parvenez pas a obtenir des valeurs correctes de cortisol dans les contréles,
la manipulation a peut-étre été imprécise ou impropre, ou les réactifs ont pu étre
endommagés. Les contrdles doivent étre employés dans chaque dosage. Une courbe
d'étalonnage doit étre établie pour chaque dosage.

La trousse GammaCoat Cortisol ne doit pas étre utilisée pour déterminer le taux de
cortisol dans les échantillons provenant de patients traités par de la prednisolone. Voir
les limites d'interprétation.

13.2 Interprétation

Un taux normal de cortisol est généralement plus élevé entre 5 et 10 heures et plus bas
de 20h a 4h®. Les taux a 17h sont généralement situés entre 1/2 et 1/3 de fois les taux du
matin. Une augmentation du taux de cortisol en milieu de journée chez les femmes,
coincidant avec l'alimentation et largement atténuée en cas de privation de nourriture a
été décrit."” La variation au cours de la journée, les tests de stimulation et du suppression,
ainsi que la variation des situations de stress modifient généralement le taux de cortisol.
La stimulation de ACTH par exemple, porte habituellement les valeurs a deux ou trois fois
le taux du référence du matin.™®La suppression de la métyrapone et de la dexaméthasone
porte généralement les échantillons du matin a des valeurs inférieures a 5 pg/dL."®
Les oestrogénes et les contraceptifs oraux peuvent engendrer des taux de cortisol élevés,
dus a l'altération des concentrations des protéines du plasma et du sérum. Ainsi, le taux
de cortisol de chaque patient est généralement évalué selon son taux de cortisol du matin.
Le dosage de cortisol dans les échantillons provenant de patients soumis a un traitement
par prednisolone est contre-indiqué au vu de la forte réactivité croisée entre I'anticorps
cortisol contenu dans cette trousse, la prednisolone et la 6-méthylprednisolone.
La réactivité croisée élevée peut engendrer un taux de cortisol visiblement élevé.

La détermination du cortisol générée par le protocole urinaire direct engendrera des
valeurs cliniguement valables lorsqu'elle sera comparée avec lintervalle normal de
cortisol présent dans I'urine non extraite. Il est bien connu que des substances non
identifiées présentes dans [I'urine peuvent interférer avec le dosage radio-
immunologique du cortisol libre. Les valeurs obtenues en utilisant des protocoles
urinaires directs seront plus élevées que celles qui sont obtenues a partir d'échantillons
d'urine purifiés par des techniques telles que la chromatographie liquide haute
performance.®2

14. VALEURS DE REFERENCE

14.1 Taux de plasma ou de sérum

Matin :

7-25 pg/dL ou 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Soir :

2-9 ug/dL ou 20-90 ng/mL

[65-248 nmol/L]

Ces intervalles peuvent étre utilisés comme guides jusqu'a ce que chaque laboratoire
établisse ses propres intervalles normaux.
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14.2 Cortisol dans I'urine non extraite

L'intervalle normal de cortisol présent dans l'urine (UC) dans des échantillons d'urine
non extraite est de 75-270 pg pour 24 heures [207-745 nmol/24 hr]. Le prélévement
impropre d'échantillons d'urine peut provoquer une mauvaise évaluation du patient.
Il est recommandé de déterminer le taux de créatinine pour identifier des prélevements
d'urine largement inappropriés.?'

14.3 Cortisol libre dans I'urine extraite

L'intervalle normal de cortisol libre dans I'urine est de 20-90 pg de cortisol pour
24 heures [55-248 nmol/24 hr]. Le prélévement impropre d'échantillons d'urine peut
provoquer une mauvaise évaluation du patient. Il est recommandé de déterminer le
taux de créatinine pour identifier des prélévements d'urine largement inappropriés.?'

15. CRITERES DE QUALITE

15.1 Précision

La précision intra-dosage a été déterminée par le dosage simultané de 20 dosages par
échantillon de sérum. La précision inter-dosage a été déterminée par la moyenne des
doubles de 20 dosages différents.

Intra-dosage Déviation Coefficient
Précision Nombre de Moyenne Standard de Variation
Echantillon de dosages (ug/dL) (ug/dL) (%)
Ensemble de sérum A 20 2,9 0,19 6,6
Ensemble de sérum B 20 12,1 0,93 7,7
Ensemble de sérum C 20 47,1 3,18 6,8
Inter-dosage Nombre de Déviation Coefficient
Précision de dosages Moyenne Standard de Variation
Echantillon Séparés (pg/dL) (pg/dL) (%)
Ensemble de sérum D 20 3,7 0,33 9,0
Ensemble de sérum E 20 12,1 1,19 9,8
Ensemble de sérum F 20 36,9 3,24 8,8

15.2 Exactitude : I'exactitude de ce dosage a été vérifiée par le test de récupération.

Récupération de I'ensemble de sérum

Des échantillons dopés ont été préparés en diluant une quantité connue d'échantillon
de cortisol avec un ensemble de sérum analysé auparavant. Chaque échantillon dopé
a été dosé quatre fois. Le pourcentage de récupération a été calculé (récupéré/
attendu) x 100.

Contribution Contribution Valeur
du dopage de I'ensemble attendue récupérée Pourcentage (%)
(ug/dL) (ug/dL) (ug/dL) (pg/dL) de récupération
4,2 1,6 5,8 55 95
11,2 1,6 12,7 12,8 101
17,2 1,6 18,8 18,4 98
26,3 1,6 27,9 25,4 91
41,2 1,6 42,8 39,2 92

15.3 Sensibilité analytique

La sensibilité de la courbe d'étalonnage est définie comme la plus petite valeur simple
pouvant étre distinguée de zéro. Une estimation statistique de la concentration
minimum relevable (sensibilité) a été calculée selon la méthode de D. Rodbard? pour
30 répliqués au point zéro de la courbe d'étalonnage. La sensibilité calculée est de
0,21 pg/dL.

15.4 Avidité
L'affinité constante calculée pour I'antisérum cortisol est approximativement de 2 x
108 litres/mole.
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15.5 Spécificité analytique

Les données sur la réactivité croisée de l'antisérum utilisé dans cette trousse sont
exprimées comme la proportion entre la concentration de cortisol et la concentration de
substance a réaction croisée a 50% d'inhibition de la liaison maximum.

Composé % Réactivité croisée
Cortisol 100
Prednisolone 25,5
6-Méthylprednisolone 14,5
11-Déoxycortisol 9,8
17-Hydroxyprogestérone 0,4
Corticostérone 0,9
Dexaméthasone 0,049
Prednisone 3,8
Déoxycorticostérone 0,14
Tétrahydrocortisone 0,2
Aldostérone <0,1
R-Cortol <0,1
R-Cortolone <0,1
Cortisone 10,3
Dihydrocortisone 0,43
Progestérone 0,015
Spironolactone <0,1
Tétrahydrocortisol 0,3
6-B-Hydrocortisone 4,2

CONSULTER LA DERNIERE PAGE POUR LES REFERENCES
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GAMMACOAT™ CORTISOL RIA-KIT

1. VERWENDUNGSZWECK
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK.
Der GammaCoat™ ['?]] Cortisol Radioimmunoassay-Kit dient der quantitativen
Bestimmung von Cortisol (Hydrocortison, Compound F)-Spiegeln in Serum, Plasma
oder Urin.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG
Cortisol (Hydrocortison, Compound F) ist das wichtigste Glucocorticoid, das von
der Nebennierenrinde  ausgeschuttet wird.  Physiologisch  wirkt  Cortisol
entziindungshemmend, es regelt den Blutdruck und unterstitzt die Synthese von
Kohlenhydraten aus Aminosauren.
Glucocorticoide werden unter dem Einfluss von Corticotrophin (adrenocorticotropes
Hormon, ACTH), das vom Hypophysenvorderlappen ausgeschuttet wird, gebildet. Bei
normalen Personen schliet Cortisol mit ACTH eine negative Rickkopplungsschleife
durch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-Achse. Das von der
Hypophyse ausgeschittete ACTH wird wiederum durch das Corticotropin-Releasing-
Hormon (CRH) aus dem Hypothalamus reguliert. CRH reagiert auf Cortisol-Spiegel und
Stress. Physischer und psychischer Stress, Tagesschwankungen und niedrige
Blutzucker-Werte beeinflussen die Cortisol-Sekretion.¢
Organstérungen in der HPA-Achse filhren zu einer Anderung des Cortisol-
Spiegels.”® Fur die Diagnose gesunder und pathologischer Zustande ist es sinnvoll, die
Nebennierenfunktion durch Messung der Plasma- oder Serum-Cortisol-Spiegel zu
beurteilen. Eine Kombination von Messungen am Morgen und am Abend und
Stimulations- und Suppressionstests bieten eine starke Evidenz fiir die Diagnose von
spezifischen Nebennierenerkrankungen. Die Diagnose von Morbus Addison
(chronische  Nebenniereninsuffizienz) und des Cushing-Syndroms (adrenale
Uberproduktion) sind zwei Beispiele von Diagnosen, fiir die der spezifische Test des
Cortisol-Spiegels im Blut bei der Patientenbeurteilung hilfreich ist.®°

3. TESTPRINZIPIEN

Der GammaCoat ['#1] Cortisol Radioimmunoassay-Kit basiert auf den Prinzipien der
kompetitiven Bindung eines Radioimmunoassays.'" Kalibratoren und unbekannte
Proben (Serum, Plasma oder Urin) werden mit einem Cortisol-Tracer in
antikdrperbeschichteten Roéhrchen inkubiert, in denen der Antikdrper auf der unteren
Innenwand des GammaCoat-Rohrchens immobilisiert wird. Nach der Inkubation wird
der Réhrcheninhalt aspiriert oder dekantiert, und das Rdhrchen wird gemessen. Mit 5
Serumkalibratoren zwischen 1-60 pg/dL wird eine Eichkurve vorbereitet. Unbekannte
Werte werden aus der Eichkurve interpoliert. Der gesamte Assay wird in dem
beschichteten Rohrchen durchgefiihrt. Fir Serum-, Urin- oder Plasmaproben sind
keine separaten Probenverdinnungs-, Proteindenaturierungs- oder Extraktionsschritte
erforderlich.

Der GammaCoat ['#1] Cortisol RIA-Kit kann nicht nur als Urin-Cortisol-Test, sondern
auch zur Messung des freien (unkonjugierten) Cortisols im Urin verwendet werden.
Das im Urin vorliegende Cortisol muss zunachst in Methylenchlorid extrahiert werden.
Ein Aliquot des Extrakts wird direkt im antikdrperbeschichteten GammaCoat-Rdhrchen
verdampft (Versuche haben gezeigt, dass das antikérperbeschichtete Réhrchen nicht
beschadigt wird, wenn Methylenchlorid guter Qualitdt verwendet wird).
Um sicherzustellen, dass die Proben die richtigen Proteinkonzentrationen enthalten,
werden zu jedem GammaCoat-Réhrchen 10 pL Cortisol Serum Blank (CA-2367)
gegeben. Das weitere Testverfahren entspricht dem fiir die Bestimmung von Cortisol in
Serum, Plasma oder nicht extrahiertem Urin. Die Effizienz der Cortisol-Extraktion aus
Urin mit Hilfe von Methylenchlorid sollte Uberwacht werden.
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4. KITREAGENZIEN

Cortisol-Kalibratoren (A-F) 6 Flaschchen /1 mL 6 Flaschchen /1 mL
Cortisolbeschichtete Rohrchen | 2 Beutel / 50 St. 10 Beutel / 50 St.
Cortisol-Tracer 1 Flaschchen / 10 mL 5 Flaschchen / 10 mL St.
PBS-Puffer 1 Flaschchen / 100 mL | 5 Flaschchen / 100 mL St.
Anzahl der Tests 100 500

LAGERUNG: Alle Reagenzien einschlieflich des Tracer-Puffer-Reagenz sind bei
2-8°C bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil. Die
anticortisolbeschichteten Réhrchen kénnen bei 2-27°C aufbewahrt werden.
Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden. Reagenzien aus
verschiedenen Chargen durfen nicht vermischt werden.

4.1 Cortisol-Tracer: gebrauchsfertiges Reagenz

Jedes Flaschchen enthélt ca. 4 pCi Tracer (<1 pg/mL Cortisol) in 10 mL Phosphat-
gepufferter Kochsalzlésung, ANS (8-Anilino-1-Napthalin-Sulfonsaure) mit 0,1 %
Natriumazid als Konservierungsmittel.

4.2 Kaninchen-Anti-Cortisol-Serum-beschichtete Roéhrchen: gebrauchsfertiges
Reagenz

12 x 75 mm Roéhrchen sind mit Kaninchen-Anti-Cortisol-Serum beschichtet
(Titer<1 pg/Réhrchen) und in einem Plastikbeutel verpackt.

4.3 PBS-Puffer: gebrauchsfertiges Reagenz
Jede Flasche enthalt 100 mL Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) mit 0,1 %
Natriumazid als Konservierungsmittel.

4.4 Cortisol-Serum-Kalibratoren: gebrauchsfertiges Reagenz

Jedes Flaschchen enthalt Cortisol in 1 mL vorbehandeltem humanen Serum mit 0,1 %
Natriumazid als Konservierungsmittel. Die Kalibratoren werden in den folgenden
Konzentrationen geliefert: 0, 1, 3, 10, 25 und 60 pg/dL. Die DiaSorin Cortisol-
Kalibratoren wurden gegen den U.S.P. Cortisol-Referenzstandard kalibiert. Jeder
Vergleich mit anderen Produkten oder Verfahren sollte mit diesem Referenzstandard
erfolgen. Die Kitkalibratoren sind mit Patientenproben austauschbar, wenn sie mit
Reagenzien verwendet werden und dieser diagnostische In-vitro-Test wie empfohlen
durchgefihrt wird.

4.5 Zusatzetikett
Fir Tracer-Puffer-Reagenz

4.6 AUF ANFRAGE ERHALTLICH:
Halblogarithmisches Millimeterpapier
Block a 50 Blatt

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK.
Nicht flr internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

Reagenzien mit Material humanen Ursprungs

Dieses Produkt ist als potenzieller Infektionserreger zu behandein.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw.
Plasmaspendeeinheiten wurden nach einer FDA-genehmigten Methode getestet und fir
nicht reaktiv auf Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikdrper (HCV)
und Antikorper fir HIV-1/2 befunden. Obwohl diese Methode auflerst genau ist, bietet sie
keine Gewahr dafiir, dass alle infizierten Einheiten identifiziert werden kdnnen. Dieses
Produkt kann auch Material humanen Ursprungs enthalten, fir welches es noch kein
genehmigtes Testverfahren gibt. Da keine der zur Zeit bekannten Testmethoden
absolute Gewahr fiir die Abwesenheit des Hepatits-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus
(HCV), des Retrovirus (HIV) oder anderer Infektionserreger bieten kann, sind alle
Produkte mit Komponenten humanen Ursprungs unter Einhaltung guter Laborpraktiken
und entsprechender VorsichtsmalRnahmen laut Empfehlungen des Leitfadens der
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (amerikanische
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Krankheitsforschungs-zentren/Staatliche Gesundheitsinstitute): “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories” (Biosicherheit in mikrobiologischen und
biomedizinischen Laboren), 4. Auflage,Mai 1999, oder aktuelle Auflage, als potenzielle
infektiose Substanzen zu behandeln.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

VORSICHT: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid, das
gegebenenfalls mit Blei- oder Kupferleitungen reagieren und hdochst explosive
Metallazide bilden kann. Zur Entsorgung mit reichlichst Wasser nachspullen, um
Azidaufbau zu vermeiden. Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts”
(Dekontaminierung von Abfliissen in Laborsplilbecken zur Entsorgung von Azidsalzen)
des Handbuches "Safety Management" (Sicherheitsmanahmen), Nr. CDC-22,
herausgegeben von Centers for Disease Control and Prevention (US-
Krankheitsforschungszentren), Atlanta, Bundesstaat Georgia, 1976.

Europédische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir gefahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit
der Haut.

R 32 - Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase.

S28 - Bei Berlihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

REAGENZIEN MIT JOD-125
Bei der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
VorsichtsmaRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fir Arzte bzw. Institutionen, welche im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope
erhalten:

Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, veterindrmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Laboren oder
Krankenhausern und nur fir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet,
bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit
Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und
Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US
Nuclear Regulatory Commission (US-amerikanische Strahlenschutzbehérde) bzw.
des Staates, mit dem diese Behorde ein Abkommen zur Auslibung ihrer
Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten
Bereich zu beschranken.

Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

Verschittetes Material aufwischen und Bereich anschlieend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationslésung waschen. Alle
benutzten Glasbehalter vor dem Waschen mit anderen Laborbehéltern aus Glas
griindlichst mit Wasser spilen.

aproeN

Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials
unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthdlt eine Chemikalie, die nach Angaben des
US-Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

ACHTUNG: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann von der auf
dem Etikett des Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen.
Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-Flaschchens geben
den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend die
Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat darstellt.
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6. PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG
Plasmaproben
Venodses Blut unter aseptischen Bedingungen in ein Glasréhrchen mit Heparin oder
EDTA abnehmen.
Die Plasmafraktion separieren. Das Plasma kann geklhlt tUber Nacht bei 2-8°C
aufbewahrt werden. Fur eine langere Lagerung mussen die Proben bei -20°C eingefroren
werden. Hamolysierte, lipamische oder ikterische Proben sind zu vermeiden.

Serumproben
Obwohl fiir Cortisol-Tests gewohnlich Plasmaproben verwendet werden, werden mit
Serumproben vergleichbare Ergebnisse erzielt."?

Die Serumfraktion separieren. Das Serum kann gekuhlt Gber Nacht bei 2-8°C
aufbewahrt werden. Fir eine langere Lagerung muissen die Proben bei -20°C
eingefroren werden. Es sollten keine hamolysierten, lipdmischen oder ikterischen
Proben verwendet werden.

Urinproben

24-Stunden-Urinprobe sammeln. Das Gesamtvolumen des Urins notieren. 10 g
Borsaure pro Liter Urin als Konservierungsmittel hinzufiigen, und ein gut gemischtes
Aliquot bei -20°C aufbewahren. Gefrorene Proben bei Raumtemperatur auftauen und
vor Gebrauch gut mischen.

7. ZUSATZLICH BENOTIGTE GERATE UND MATERIALIEN
7.1  Wasserbad gleichmaRiger Temperatur, 37°C (x2°C)
7.2  Prazisionspipette (10 pL)
7.3  Halbautomatische Pipette (1,0 mL)
7.4 Gammazahler
7.5 Rohrchenstander
7.6  Wassersauger (optional)
7.7  Vibrationsmischer (Vortex)
7.8  Kunststoffbeschichtetes Saugpapier (optional)
Zusatzliches Zubehor nur fur den Gebrauch zur Urinextraktion:

Einweg-Glasréhrchen (12 x 75 mm) und Verschlusskappen

Methylenchlorid (Dichlormethan; ACS)

Eisbad

Prazisionspipetten (100 & 200 pL)

Abzugshaube oder gut bellfteter Bereich

Mittel zum Verdampfen des Methylenchlorids. Die Verdampfung kann mit
trockener Luft oder Stickstoff und einer leichten Erwarmung des Extrakts auf ca.
37°C unter einer Abzugshaube oder in einem gut bellfteten Bereich erfolgen.

8. URINEXTRAKTIONSVERFAHREN
Dieses Verfahren umfasst die Methodik zur Bestimmung der Effizienz der
Mehtylenchlorid-Extraktion. In den DiaSorin Laboren konnten durchschnittlich 99 %
(14 %) Cortisol aus Urinproben riickgewonnen werden.

8.1  Ein adaquates Volumen Methylenchlorid zur Abkiihlung in ein Eisbad stellen.
Ein Rohrchen sollte mehr als 1 mL enthalten. Das Eisbad sollte grof3 genug
sein, um Platz fir ein Becherglas Methylenchlorid und den Rohrchenstander
zu bieten.

8.2  Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz zwei Einmal-Testréhrchen fir jede zu
untersuchende Probe mit der Patientenidentifikation beschriften. Ein Rohrchen
mit “P” fir Probe und das andere mit “E” fUr Extraktionseffizienz beschriften.

8.3 200 pL einer gut gemischten 24-Stunden-Urinprobe in die entsprechenden “P”-
und “E”-Réhrchen geben.

SapwON=
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8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

Zu jedem “E”-Réhrchen 10 pL des 60-pg/dL-Cortisol-Serum-Kalibrators geben.
Die Reagenzien durch Schitteln des Réhrchenstanders oder durch Mischen
jedes einzelnen Réhrchens mischen.

Zu jedem “P”- und “E”-Roéhrchen 1,0 mL gekuhltes Methylenchlorid geben.
Gut auf dem Vortex mischen, um das Cortisol in die organische Schicht zu
extrahieren. Mit einem Deckel verschlieRen oder abdecken und in ein Eisbad
stellen, um zu vermeiden, dass Methylenchlorid zu stark verdampft.
Methylenchlorid 1asst sich leichter pipettieren, wenn die Pipette 3- bis 4-mal
mit KALTEM Methylenchlorid gespdilt wird, bevor es in die entsprechenden
Réhrchen gegeben wird.

Wahrend Sie auf die Phasentrennung warten, beschriften Sie jeweils zwei
GammaCoat-Cortisol-Réhrchen fir jedes “P”-Rohrchen und fir jedes “E’-
Réhrchen.

Nach der Phasentrennung 100 pL aus der unteren Schicht (Methylenchlorid)
jedes Roéhrchens entnehmen und zu den entsprechend beschrifteten
GammaCoat-Réhrchen geben. Wird die Pipettenspitze vor dem Pipettieren der
Probe in kaltem Methylenchlorid gesplilt, tropft die extrahierte Probe weniger
stark aus der Pipettenspitze. Beim Ubertragen des 100-pyL-Aliquots
Extraktionslésung in das beschichtete R&éhrchen nicht versuchen, die
Pipettenspitze abzuwischen, da die physikalischen Eigenschaften von
Methylenchlorid ein Leck und Luftblasen in der Pipettenspitze verursachen.
Die Extraktionslésung lasst sich leichter in das beschichtete R&hrchen
Ubertragen, wenn Sie das Extraktionsréhrchen und das GammaCoat-
Rohrchen in derselben Hand halten. Das 100-uL-Extrakt zwar schnell, jedoch
auch vorsichtig auf den Boden des GammaCoat-Réhrchen geben.

Das Methylenchlorid aus den GammaCoat-Rdhrchen mit trockener Luft oder
Stickstoff und einer leichten Erwadrmung des Extrakts auf ca. 37°C
verdampfen.

VORSICHT: Starke Konzentrationen von Halogenkohlenwasserstoffdampfen
in Arbeitsbereichen vermeiden. DIE VERDAMPFUNG DARF NUR UNTER
EINER ABZUGSHAUBE ODER IN EINEM GUT BELUFTETEN BEREICH
ERFOLGEN.

Nachdem das Methylenchlorid vollstandig verdampft ist, 10 yL des 0 ug/dL
Cortisol Serum Blank, CA-2367, zu jedem GammaCoat-Rohrchen mit der
Patientenprobe (“P’- and “E”-Réhrchen) geben, um sicherzustellen, dass die
Proben die richtigen Eiweilkonzentrationen enthalten.

8.10 Mit Schritt 1 des RIA-Testverfahrens fortfahren.

9. TESTVERFAHREN

Tracer-Puffer-Reagenz:

Den gesamten Inhalt von 1 Flaschchen Cortisol-Tracer zu 1 Flasche PBS-Puffer geben
und vorsichtig mischen. Ein letztes Ausspilen des Cortisol-Tracer-Flaschchens mit dem
Tracer-Puffer-Reagenz maximiert die Ubertragung des Tracers. Das Zusatzetikett fir das
Tracer-Puffer-Reagenz ausfiillen und am Behalter zur richtigen Identifikation befestigen.
Das Tracer-Puffer-Reagenz muss in einem dunklen Raum oder in einem mit Metallfolie
umwickelten Behalter bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Das Testverfahren umfasst die Vorbereitung einer Eichkurve, aus der der unbekannte
Cortisol-Inhalt in der Probe interpoliert wird.

9.1

9.2

Vor dem Gebrauch missen alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht
und griindlich gemischt werden (Schaumbildung vermeiden).

Die GammaCoat-Réhrchen in doppelter Ausfiihrung nach dem folgenden
Schema beschriften. Totalaktivitat- [T1,T2] und BO-Rohrchen [1,2] sind
moglicherweise fur bestimmte Datenreduktions- und Qualitatskontroll-
programme erforderlich, kénnen jedoch ausgelassen werden, wenn die
Eichkurve auf halblogarithmischem Millimeterpapier aufgetragen wird."*"
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9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

9.8

Auf dem Boden der entsprechenden doppelten GammaCoat-Réhrchen
Folgendes zugeben:

a. 10 pL Cortisol Serum Blank oder jeden Cortisol-Serum-Kalibrator.

b. BEI SERUM-, PLASMA- UND NICHT EXTRAHIERTEN URINPROBEN
10 pL jeder Probe hinzufiigen. Beim Pipettieren von Kalibratoren und
Proben ist vorsichtig vorzugehen.'®

c. BElI EXTRAHIERTEN URINPROBEN GammaCoat-Réhrchen mit den
extrahierten Proben aus Schritt 9 des Urinextraktionsverfahrens
verwenden.

HINWEIS: Wenn Patientenserum- oder -plasmaproben verdiinnt werden
sollen, das in diesem Kit enthaltene Cortisol Serum Blank als
Verdinnungsmittel verwenden. Bei nicht extrahierten oder extrahierten
Urinproben nach Bedarf mit destilliertem Wasser verdiunnen. Bei freiem
Cortisol im Urin ein 200-uL-Aliquot der verdiinnten Urinprobe extrahieren
(Urinextraktionsverfahren, Schritt 3). Mit dem Routinetest fortfahren.
Der Verdinnungsfaktor muss bei den Berechnungen beriicksichtigt
werden.

Zu jedem Rohrchen 1,0 mL Tracer-Puffer-Reagenz geben. Jedes Rdéhrchen
vorsichtig bei niedriger Geschwindigkeit auf einem Vortex mischen.

Die Rohrchen 45 Minten lang in einem 37°C (+2°C) warmen Wasserbad
inkubieren.

Mit Ausnahme der Totalaktivitdt-Rohrchen alle Réhrchen aspirieren oder
dekantieren.

WENN DIE LOSUNG NICHT VOLLSTANDIG ENTFERNT WIRD, KANN DIES
ZU EINER SCHLECHTEN REPLIKATION UND FALSCHEN WERTEN
FUHREN.

Bei der Aspirationstechnik muss sichergestellt werden, dass die
Kunststoffspitze des Saugers den Boden des beschichteten R&éhrchens
berthren und dass die gesamte Flussigkeit entfernt wird.

Bei der Dekantationstechnik sollten die R6hrchen 3-5 Minuten lang umgedreht
werden, damit die Flussigkeit abflieRen kann. Die Réhrchen auf Saugpapier
ausschlagen, um die Flussigkeit zu entfernen, bevor die Réhrchen aufrecht
hingestellt werden.

Alle Réhrchen in einem Gammazéhler 1 Minute messen. Dabei muss das
Fenster fur lod-125 entsprechend angepasst werden.

Berechnen Sie die Ergebnisse und beziehen Sie sich auf sie.
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10. VERFAHREN FUR SPEICHELPROBEN
Mit diesem Kit kdnnen auch Speichelproben untersucht werden.

Es wurde gezeigt, dass zwischen der Cortisol-Konzentration im Speichel und der
Konzentration des freien Cortisols im Plasma und Serum (diese Konzentrationen
stellen 60-100 % der Konzentration der freien Fraktion im Blut und 4-6 % der
Gesamtkonzentration im Serum oder Plasma dar) ein Zusammenhang besteht.

Zahlreiche Studien haben die praktischen und diagnostischen Vorteile von Speichel-
Cortisol-Tests gezeigt und ihre Giiltigkeit sowie ihren klinischen Wert bestatigt.

Bei der Anpassung dieser Technik an Speichel-Cortisol-Tests wurden zwei wichtige
Punkte beriicksichtigt:

Zum einen ist eine 20fache Erh6éhung der Sensitivitat erforderlich, da Speichel-Cortisol
nur 5 % des gesamten Plasma-Cortisols darstellt. Um diese Sensitivitat zu erreichen,
wurde das Volumen der Speichelprobe auf 200 yL erhéht.

Zum anderen ist die Eiweillkonzentration im Speichel niedriger (sie besteht i.d.R. aus
Enzymen und Glykoproteinen). Es liegen nur Spuren von Plasmaproteinen vor;
Proteine, die sich mit Corticosteroiden verbinden, fehlen ganz. Um sicherzustellen,
dass die Proteinmatrix in der Probe und den Standards ahnlich wirkt, wird zu jeder
Speichelprobe Nullkalibrator (ohne Cortisol) hinzugegeben (wie bei Tests mit
extrahierten Urinproben).

Beim Pipettieren von Proben und Standards sind also nur kleinere Anderungen
erforderlich, um das Verfahren an Tests mit Speichelproben anzupassen, wenn nur die
im Kit enthaltenen Reagenzien verwendet werden.

10.1 Entnahme und Vorbereitung von Speichelproben

Der Speichel muss 10 Minuten, nachdem der Patient seinen Mund mit Leitungswasser
ausgespllt hat, entnommen werden. Die Speichelproduktion sollte nicht angeregt
werden. Darliber hinaus muss dem Patient der Unterschied zwischen Speichel und
Schleim erklart werden. Selbst bei Kindern kann ein ausreichendes Volumen von 1 mL
Speichel in wenigen Minuten enthommen werden.

Die Proben werden gefroren bei —20°C aufbewahrt. Bevor sie untersucht werden,
miissen sie aufgetaut und zentrifugiert werden; der klare Uberstand wird fiir den Test
abgepumpt.

10.2 Verfahren fiir Speichelproben

Fir jede Speichelprobe 10 pyL Nullkalibrator paarweise in die beschrifteten Réhrchen
pipettieren; 200 uL Probe und 1 mL Tracer zugeben.

Fir den Standardbereich 10 pyL Nullkalibrator oder den Standard paarweise in die
beschrifteten Réhrchen geben; 200 uL PBS-Puffer und 1 mL Tracer zugeben.

Jedes Roéhrchen vorsichtig mischen. 45 Minuten lang in einem Wasserbad bei 37°C
inkubieren. Den Inhalt der Réhrchen abpumpen oder dekantieren und die an die
Réhrchenseiten gebundene Radioaktivitat 1 Minute lang messen.
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Standardkurve

Cartisol concenration (ug/dL)
o o0 0325 05 135 3 0 60 Der tatsachliche Standard-
T T T bereich fiir Speichel-Cortisol
E betragt 0,10 — 0,25 — 0,50 —
1,25 und 3,0 pg/dL. Die
Standard-kurven  fir  die
beiden von diesem Kit
abgedeckten  Testverfahren
(Serum und Speichel) sind im
Diagramm links dargestellt.

s

Obwohl  das  Inkubations-
volumen im Speicheltest etwas
hoéher als im Serumtest ist
(1210 pL statt 1010 pL), hat
e . . N " N dies keine Auswirkung auf die
o Bindungs-fahigkeit des Tracers

0 3 0 MW D0 30 L0W ! )
Cortisul conceatration (nmelL) im Bereich der Standardkurve.

Pereen of 1otal cowns beoaind
o
=
L

Figure 3
Standard curves for assay of cortisol in serum or plasma (®)
and in saliva () with the GammaCeat™ 1] RIA kit

Hinweis: Diese Kurve wurde bei einer 1984 durchgefiihrten Studie mit einem
Standardbereich von 0, 2,0, 5,0 10, 25 und 60 pg/dL erzielt. Der Standardbereich ist
seitdem geandert worden. Beziehen Sie sich auf den neuen Bereich fur Speichel-
Cortisol-Berechnungen und beriicksichtigen Sie ein Verhaltnis von 1:20.

Normalwerte

Tabelle 1
Normale Cortisol-Spiegel in Speichel und Serum morgens (ug/dL)
Speichel Serum
Probanden- . . . ]
Gruppe* n Mittel Bereich n Mittel Bereich
Normale 150 | 043 |0,18-1,01| 103 6.5 4,5-21,1
Erwachsene
Kinder (4 —
11 Jahre aly | 105 | 040 |014-091] -
Schwangere | o, 0,47 | 0,33-0,91 84 15,7 12,9-39,9
(3. Trimester)

* Wohnhaft in GroRbritannien

11. QUALITATSKONTROLLE
Jedes Labor sollte Kontrollen bei mehreren Konzentrationen verwenden, um die Leistung
des Assays zu uberwachen. Die Kontrollen sollten als unbekannte Proben behandelt
werden. Um die Leistung der Kontrollen zu iberwachen, sollten Qualitatskontrolltabellen
gefihrt werden. Die Trends sollten mit Hilfe geeigneter statistischer Methoden
ausgewertet werden. Jedes Labor sollte akzeptable Leistungsgrenzen festlegen.
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12. ERGEBNISBERECHNUNG
Unbekannte Serum-, Plasma- und Urinproben kénnen gleichzeitig untersucht werden.
Sie werden alle aus einer mit Cortisol-Serum-Kalibratoren erzeugten Eichkurve
interpoliert. Sowohl Cortisol aus nicht extrahierten Urinproben (UC) als auch freies
Cortisol aus extrahierten Urinproben werden dann mit der entsprechenden Formel in
“Mg/24 Stunden” umgerechnet.

12.1 Die gebundene Aktivitat (Impulse pro Minute, I/M) fiir jedes Réhrchen notieren.

12.2 Auf halblogarithmischem Millimeterpapier die gebundene Aktivitat (I/M) far
Cortisol-Kalibratoren (vertikale Achse) gegen die Cortisol-Konzentration
(horizontale Achse) auftragen.

12.3 Die bestpassende Kurve zeichnen. TABELLE Il und ABBILDUNG 1 enthalten
typische Daten sowie eine typische Kurve.

12.4 Fur das einer Probe (Kontrollen, Serum, Plasma, nicht extrahiertes und
extrahiertes Urin) entsprechende Réhrchen die gebundene Aktivitat (I/M) auf
der vertikalen Achse ermitteln und einer die Eichkurve schneidenden
horizontalen Linie folgen. Beim Schnittpunkt die Cortisol-Konzentration (ug/dL)
auf der horizontalen Achse ablesen.

12.5 Cortisol aus nicht extrahiertem Urin
Mit der folgenden Gleichung kann das Urin-Cortisol (UC) nicht extrahierter Urinproben
von pg/dL auf pug Cortisol pro 24 Stunden umgerechnet werden:

_ PxV
ue = 100
wobei:
P = Konzentration der nicht extrahierten Urinprobe in pg/dL
\% = Urin-Gesamtvolumen in mL/24 Stunden
100 = Umrechnungsfakto

12.6 Freies Cortisol aus extrahiertem Urin
Mit der folgenden Gleichung kann das freie Cortisol im Urin (UFC) extrahierter
Urinproben von pg/dL auf pug Cortisol pro 24 Stunden umgerechnet werden:

_ PxV
UFC= 333 EP)
wobei:
P = Konzentration der extrahierten Urinprobe in ug/dL
E = Effizienzréhrchenkonzentration furr die entsprechende Probe in pg/dL
\% = Urin-Gesamtvolumen in mL/24 Stunden
333 = kombinierter Verdiinnungs- und Extraktionseffizienzfaktor
Beispiel:
E = 13,50 pg/dL
P = 7,85 pg/dL
\Y = 1150 mL/24 Stunden
UFc= 089 (150)  _ 4810 Cortisol/24 Stunden

33,3 (13,50-7,85)
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Labore, die die Effizienz der Urinextraktion (EE) iberwachen mochten, kdnnen mit der
folgenden Formel die Effizienz als Prozentsatz berechnen.

_ E-P
EE = ~60 X 100
wobei:
P = Konzentration der extrahierten Urinprobe in pg/dL
E = Effizienzréhrchenkonzentration fur die entsprechende Probe in ug/dL
6,0 = Erwartete Differenz zwischen den Konzentrationen der “E”- und
“P”-Réhrchen in pg/dL
100 = Umrechnungsfaktor

12.7 Sl-Einheiten

Mit einem Molekulargewicht von 362,5 Dalton kdnnen Serumkalibratoren, Kontrollen
und Patientenwerte (Serum und Plasma) durch Multiplikation mit dem Faktor 27,59 von
Mikrogramm pro Deziliter (uL/dL) in die SI-Einheit Nanomol pro Liter (nmol/L)
umgerechnet werden (TABELLE Il enthalt Werte fur Cortisol-Kalibratoren in beiden
Einheiten). In &hnlicher Weise kénnen sowohl nicht extrahierte als auch extrahierte
Urinkontrollen und Patientenwerte von Mikrogramm pro 24 Stunden (ug/24 h) in die Sl-
Einheit Nanomol pro 24 Stunden (nmol/24 h) umgerechnet werden. Der
Multiplikationsfaktor hierfir betragt 2,76.

TABELLE Il

Konzentration von Kalibratoren

Kat. Nr. Kalibratorkonzentration Sl-Einheiten
CA-2367 0 ug/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 pg/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
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TABELLE il
Aufzeichnung der Daten
Nicht zur Berechnung unbekannter Proben verwenden.

Cortisol
Réhrchen Konzentration /M
Nr. Roéhrcheninhalt Gebunden (pg/dL)
T1 Totalaktivitat (Tracer-Puffer) 44516
T2 Totalaktivitat (Tracer-Puffer) 43651
1 Cortisol Serum Blank, By 0 pg/dL 22311
2 Cortisol Serum Blank, By 0 pg/dL 22771 0
3 Cortisol Serum Kalibrator 1 pg/dL 19216
4 Cortisol Serum Kalibrator 1 pg/dL 19243 1
5 Cortisol Serum Kalibrator 3 pg/dL 15331
6 Cortisol Serum Kalibrator 3 pg/dL 15731 3
7 Cortisol Serum Kalibrator 10 ug/dL 10660
8 Cortisol Serum Kalibrator 10 ug/dL 10294 10
9 Cortisol Serum Kalibrator 25 pg/dL 6862
10 Cortisol Serum Kalibrator 25 pg/dL 6657 25
11 Cortisol Serum Kalibrator 60 pg/dL 4186
12 Cortisol Serum Kalibrator 60 pg/dL 4224 60
13 Patientenprobe “A” 18470 1,3
14 Patientenprobe “A” 18992 1,1
MW: 1,2
15 Patientenprobe “B” 10377 10,1
16 Patientprobe “B” 10608 9,6
MW: 9,9
17 Patientenprobe “C” 6316 28,8
18 Patientenprobe “C” 6318 28,8
MW: 28,8

Typische Ergebnisse
Nicht zur Berechnung unbekannter Proben verwenden.

19,100

Patient"'A"
_—~
s Patient "B"
& 11,600 N
PatiemN
4,100 |
1 3 10 25 60
Cortisol-Konzentration pg/dL

ABBILDUNG 1
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13. GRENZEN DES VERFAHRENS

13.1 Durchfiihrung

Das Tracer-Puffer-Reagenz lichtgeschiitzt aufbewahrt werden. Die beschichteten
Roéhrchen werden gebrauchsfertig geliefert. Sie sollten bei 2-27°C aufbewahrt werden.
Der Kunststoffbinder sollte fest geschlossen werden, wenn ungebrauchte Réhrchen
gelagert werden, um Kondensation zu vermeiden.

Die Inkubationsbedingungen  sollten  routinemaRig  Uberprift  werden. Die
Wasserbadtemperatur muss konstant 37°C (+2°C) betragen, und der Wasserpegel
muss Uber dem der Losung in den Réhrchen gehalten werden. Die Réhrchen dirfen
dabei nicht schwimmen.

Eine unsachgemaRge Lagerung und Handhabung von Proben kann zu falschen
Ergebnissen fuhren. Hamolysierte, lipdmische und ikterische Proben sind zu
vermeiden.

Werden nicht die entsprechenden Cortisol-Werte fiir Kontrollen erreicht, kann dies auf
eine ungenaue Manipulation, eine falsche Handhabung oder den Verfall der
Reagenzien hindeuten. In jeder Serie sollten Kontrollen verwendet werden. Fir jede
Serie muss eine Eichkurve erstellt werden.

Der GammaCoat Cortisol-Kit darf nicht zur Bestimmung der Cortisol-Spiegel in Proben
von mit Prednisolon behandelten Patienten verwendet werden. Weitere Informationen
enthalt der Abschnitt "Interpretation”.

13.2 Interpretation

Normale Cortisol-Spiegel sind in der Regel zwischen 5 und 10 Uhr morgens am
héchsten und zwischen 20 Uhr abends und 4 Uhr morgens am niedrigsten.5 Der
nachtliche Spiegel betragt gewohnlich die Halfte oder ein Drittel des morgendlichen
Spiegels. Ein Anstieg des Cortisol-Spiegels bei Frauen tagsiiber, der durch die
Nahrungsaufnahme bedingt ist und durch Nahrungsentzug deutlich schwacher wird,
wurde beschrieben.'” Tagesschwankungen, Stimulations- und Suppressionstests sowie
verschiedene Arten von Stresssituationen wirken sich gewohnlich auf den Cortisol-
Spiegel aus. Beispielsweise ergibt eine ACTH-Stimulation Werte, die das Zwei- bis
Dreifache des morgendlichen Referenzspiegels betragen.’® Metyrapon- und
Dexamethasonsuppression fihren in der Regel zu morgendlichen Proben mit Werten
unter 5 ug/dL . Ostrogene wie z.B. in oralen Kontrazeptiva kénnen die Ursache fiir
erhéhte Cortisolspiegel sein, da sie die Konzentrationen von Plasma- und
Serumproteinen andern. Die Cortisol-Werte eines Patienten werden daher gewdhnlich
in Bezug auf seinen morgendlichen Cortisol-Spiegel beurteilt.

Cortisol-Assays bei Patienten, die mit Prednisolon behandelt werden, sind aufgrund
der hohen Kreuzreaktivitdt des Cortisol-Antikdrpers dieses Kits mit Prednisolon und
6-Methylprednisolon kontraindiziert. Durch die hohe Kreuzreaktivitdt kénnen sich
scheinbar hohe Cortisol-Spiegel ergeben.

Die Cortisol-Bestimmungen anhand des direkten Urin-Protokolls fUhren zu klinisch
gultigen Werten im Vergleich zum berichteten Normalbereich von Cortisol aus nicht
extrahiertem Urin. Da allgemein bekannt ist, dass nicht identifizierte Substanzen im
Urin Immunoassays zur Bestimmung von freiem Cortisol beeintrachtigen kénnen, sind
die Werte, die mit direkten Urin-Protokollen erzielt werden, héher als die von
Urinproben, die mit Techniken wie der Hochdruckfliissigkeitschromatographie gereinigt
wurden. 1920
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14. ERWARTETE WERTE

14.1 Plasma- oder Serumspiegel

Morgens:

7-25 pg/dL oder 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Abends:

2-9 pg/dL oder 20-90 ng/mL

[65-248 nmol/L]

Diese Bereiche kdnnen als Richtlinie verwendet werden, bis jedes Labor seine eigenen
Normalbereiche ermittelt hat.

14.2 Cortisol aus nicht extrahiertem Urin

Der Normalbereich fiir Urin-Cortisol (UC) nicht extrahierter Urinproben betragt
75-270 pg pro 24 Stunden [207-745 nmol/24 h]. Eine ungenaue Uringewinnung kann
zu einer falschen Patientenbeurteilung fihren. Es wurde eine Kreatininbestimmung
empfohlen, um inaddquate Urinsammlungen festzustellen.?'

14.3 Freies Cortisol aus extrahiertem Urin

Der Normalbereich fiir freies Cortisol im Urin betréagt 20-90 ug Cortisol pro 24 Stunden
[65-248 nmol/24 h]. Eine ungenaue Uringewinnung kann zu einer falschen
Patientenbeurteilung flihren. Es wurde eine Kreatininbestimmung empfohlen, um
inadaquate Urinsammlungen festzustellen.?!

15. TESTCHARAKTERISTIKA
15.1 Préazision
Die Intra-Assay-Prazision wurde aus dem Mittelwert von 20 gleichzeitigen Assays pro
Serumprobe bestimmt. Die Inter-Assay-Prazision wurde aus dem Mittelwert der
Duplikate fiir 20 getrennte Serien bestimmt.

Intra-Assay- Standard- Variations-
Préazision Anz. der Mittelwert abweichung koeffizient
Probe Tests (pg/dL) (pg/dL) (%)
Serum-Pool A 20 2,9 0,19 6,6
Serum-Pool B 20 12,1 0,93 7,7
Serum-Pool C 20 47,1 3,18 6,8
Inter-Assay- Anz. der Standard- Variations-
Prazision getrennten Mittelwert abweichung koeffizient
Probe Serien (ng/dL) (ng/dL) (%)
Serum-Pool D 20 3,7 0,33 9,0
Serum-Pool E 20 12,1 1,19 9,8
Serum-Pool F 20 36,9 3,24 8,8

15.2 Richtigkeit: Die Richtigkeit des Assays wurde mit Hilfe des Wiederfindungstests
Uberpriift.

Wiederfindung bei gepoolten Seren

Angereicherte Proben wurden vorbereitet, indem eine bekannte hohe Cortisol-Probe
mit einem zuvor analysierten Serum-Pool verdinnt wurde. Jede angereicherte Probe
wurde vierfach untersucht. Die Wiederfindungsrate wird wie folgt berechnet:
(wiedergefunden/erwartet) x 100.

Beitrag Beitrag Erwarteter Wiedergefundener
des Spikes des Pools Wert Wert Wiederfindungs-
(ug/dL) (pg/dL) (ug/dL) (pg/dL) rate (%)
, 1,6 5,8 55 95

11,2 1,6 12,7 12,8 101

17,2 1,6 18,8 18,4 98

26,3 1,6 27,9 25,4 91

41,2 1,6 42,8 39,2 92
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15.3 Analytische Sensitivitat

Die Sensitivitdt der Eichkurve wird als der kleinste Einzelwert definiert, der von null
unterschieden werden kann. Die statistische Schatzung der kleinsten nachweisbaren
Konzentration (Sensitivitat) wurde nach der Methode von D. Rodbard? fiir 30 Replikate
am Nullpunkt der Eichkurve berechnet. Die berechnete Sensitivitat betragt 0,21 ug/dL.

15.4 Aviditat

Die berechnete Affinitdtskonstante des Cortisol-Antiserums betragt ca. 2 x 108 Liter/MoL
15.5 Analytische Spezifitat

Die Kreuzreaktivitat des in diesem Kit verwendeten Antiserums wird ausgedriickt als
das Verhdltnis der Cortisol-Konzentration zur Konzentration der kreuzreaktiven
Substanz bei 50 % Inhibierung der maximalen Bindung.

Verbindung % Kreuzreaktivitat
Cortisol 100
Prednisolon 25,5
6-Methylprednisolon 14,5
11-Deoxycortisol 9,8
17-Hydroxyprogesteron 0,4
Corticosteron 0,9
Dexamethason 0,049
Prednison 3,8
Deoxycorticosteron 0,14
Tetrahydrocortison 0,2
Aldosteron <0,1
R-Cortol <0,1
3-Cortolon <0,1
Cortison 10,3
Dihydrocortison 0,43
Progesteron 0,015
Spironolacton <0,1
Tetrahydrocortisol 0,3
6-R-Hydrocortison 4,2

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE
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EQUIPO RIA GAMMACOAT™ PARA CORTISOL

1. USOINDICADO
PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
El equipo RIA GammaCoat™ ['?%]] para cortisol tiene como finalidad la determinacion
cuantitativa de los niveles de cortisol (hidrocortisona, compuesto F) en suero, plasma u
orina.

2. RESUMEN Y EXPLICACION
El cortisol (hidrocortisona, compuesto F) es el principal glucocorticoide segregado por
la corteza suprarrenal. Entre sus efectos fisiolégicos se encuentran la actividad
antiinflamatoria, el mantenimiento de la presién sanguinea y la sintesis de hidratos de
carbono y proteinas.
Los glucocorticoides se sintetizan en respuesta a la hormona adrenocorticotropica
(ACTH) segregada por el I6bulo anterior de la glandula pituitaria. En los individuos
normales, el cortisol participa en un ciclo de retroalimentacion negativa con la ACTH a
través del eje cortical hipotalamo - hipdfisis - suprarrenal (eje HPA). La ACTH pituitaria,
a su vez, se regula a través del factor liberador de corticotropina (CRF) secretado por
el hipotalamo. EI CRF hipotalamico es sensible a los niveles de cortisol y al estrés. El
estrés fisico y fisiologico, la variacién diurna y los niveles de azucar bajos afectan a la
velocidad de secrecion del cortisol.™®
La disfunciéon de algin érgano del eje HPA tiene como resultado la alteracién de los
niveles de cortisol.”® La evaluacién del funcionamiento de la glandula suprarrenal
mediante la medicién del nivel de cortisol en plasma o suero es de gran ayuda en el
diagndstico de estados normales o anormales. La combinacién de mediciones
matinales y vespertinas y las pruebas de estimulacion y supresion pueden ofrecer
pruebas evidentes para el diagnostico de enfermedades especificas de la glandula
suprarrenal. El diagnostico de la enfermedad de Addison (insuficiencia suprarrenal
cronica) y el sindrome de Cushing (produccion excesiva de la glandula suprarrenal)
son dos ejemplos en los que el ensayo del nivel de cortisol circulante ayuda en la
evaluacion del paciente.®©

3. PRINCIPIOS DEL ENSAYO

El procedimiento del equipo RIA GammaCoat ['?°l]] para cortisol se basa en los
principios de wunidn competitiva del ensayo radioinmunolégico." Se incuban
calibradores y muestras desconocidas (suero, plasma u orina) con trazador de cortisol
en tubos recubiertos de anticuerpo en los que éste ultimo se inmoviliza en la pared
interna mas baja del tubo GammaCoat. Tras la incubacion, el contenido del tubo se
aspira o se decanta y el tubo se cuenta. Se prepara una curva de calibrador con
5 calibradores de suero entre 1 y 60 pg/dL. Los valores desconocidos se interpolan a
partir de la curva de calibracion. Todo el ensayo se realiza en el tubo recubierto. No es
preciso preparar una disolucion separada de la muestra, desnaturalizar las proteinas ni
realizar extracciones para las muestras de suero, orina o plasma.

Ademas de los ensayos de cortisol en orina sin extracciones, el procedimiento del
equipo RIA GammaCoat ['?°l]] para cortisol también puede utilizarse para medir cortisol
urinario libre (no conjugado). El cortisol presente en la orina debe extraerse en primer
lugar en cloruro de metileno. Una parte alicuota del extracto se evapora directamente
en el tubo recubierto de anticuerpos GammaCoat (los experimentos realizados han
demostrado que no se producen efectos deletéreos sobre el tubo recubierto con
anticuerpos si se utiliza cloruro de metileno de buena calidad). Para garantizar que las
muestras contienen los niveles de proteina apropiados, se afiaden 10 microlitros de
suero para ensayo en blanco de cortisol (CA-2367) a cada tubo GammaCoat.
El remanente del procedimiento es el mismo que el utilizado para la determinacion de
cortisol en suero, plasma o en orina sin extraccién. Debe controlarse la eficiencia de la
extraccion de cortisol de la orina mediante cloruro de metileno.
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4. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Calibradores de cortisol (A-F) | 6 viales/1 mL 6 viales/1 mL

Tubos recubiertos de cortisol 2 bolsas /50 cada una | 10 bolsas / 50 cada una
Trazador de cortisol 1 vial/10 mL 5 viales/10 mL cada uno
Tampon PBS 1 vial/100 mL 5 viales / 100 mL cada uno
Numero de pruebas 100 500

ALMACENAMIENTO: Todos los reactivos incluido el reactivo trazador - tampén son
estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta del equipo si se
almacenan entre 2 y 8 °C. Los tubos recubiertos con anticortisol pueden almacenarse
entre 2 y 27 °C. No utilice los reactivos con posterioridad a su fecha de caducidad.
No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.

4.1 Trazador de cortisol: reactivo listo para utilizar

Cada vial contiene aproximadamente 4 uCi de trazador (<1 pg/mL Cortisol) en 10 mL
de solucién salina tamponada con fosfato, ANS (acido 8-anilino-1-naftalén sulfénico)
con un agregado de azida sédica al 0,1% como conservante.

4.2 Tubos recubiertos de suero anticortisol de conejo: reactivo listo para utilizar
Tubos de 12 x 75 mm recubiertos con suero anticortisol de conejo (titulo<1 pg/tubo) y
empaquetados en una bolsa de plastico.

4.3 Tampon PBS: reactivo listo para utilizar
Cada botella contiene 100 mL de solucién salina tamponada con fosfato con un
agregado de azida sédica al 0,1% como conservante.

4.4 Calibradores de suero de cortisol: reactivo listo para utilizar

Cada vial contiene cortisol en 1 mL de suero humano procesado con un agregado de
azida sodica al 0,1% como conservante. Los calibradores se suministran en las
concentraciones siguientes: 0, 1, 3, 10, 25 y 60 pg/dL, respectivamente. Los calibradores
de cortisol de DiaSorin estan calibrados segun el estandar de referencia de cortisol de la
U.S.P. Si se comparan con otros productos o procedimientos debe tenerse en cuenta
este estandar de referencia. Los calibradores del equipo han demostrado tener
conmutabilidad con muestras de pacientes cuando se utilizan con los reactivos y el
procedimiento recomendados para esta prueba de diagnéstico in vitro.

4.5 Etiqueta auxiliar
Para reactivo trazador - tampén

4.6 DISPONIBLE SOBRE PEDIDO:
Papel para graficos semilogaritmico
50 hojas por bloc

5. ADVERTEN'CIAS Y PRE(;AUCIONES
PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO.
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

Reactivos que contienen material de origen humano

Tratese como potencialmente infeccioso.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma se han probado en conformidad con
un método de la FDA y se ha determinado que no son reactivas por la presencia de
HBsAg, anticuerpo de HCV ni anticuerpo de HIV 1/2. Aunque estos métodos son
altamente precisos, no puede garantizarse que se detecten todas las unidades
infectadas. Este producto también puede contener otros materiales de origen humano
para los cuales no existe prueba homologada. Dado que ningun método de prueba
puede ofrecer una seguridad total de la ausencia del virus de la hepatitis B (VHB), de la
hepatitis C (VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes
infecciosos, todos los productos que contengan material de origen humano se deben
manejar de acuerdo con las practicas de laboratorio correctas utilizando las
precauciones adecuadas que se describen en "Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, 4 ed., mayo 1999 o actual, para centros de control de
enfermedades e institutos nacionales de salud y prevencion.
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REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sédica. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Al desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se
acumule la azida. Para obtener informacion adicional, consulte "Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts", en el manual Guide-Safety
Management N° CDC-22 publicado por Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO-125

Para almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones
necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos,
veterinarios que practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y
s6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracién
interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su recepcion,
adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica
de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision haya llegado a un
acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada

especificamente a tal efecto.

2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
unicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.

No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una solucién decontaminante radiolégica.
Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua
antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.

Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el
Estado de California como causante de cancer.

ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir
ligeramente de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La
etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha
de la calibracion, mientras que el impreso del interior del paquete indica la
radiactividad tedrica del equipo.

>
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6. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA
Muestras de plasma
Recoja una muestra de sangre venosa de forma aséptica en un tubo de cristal vacio
que contenga heparina o EDTA.
Separe la parte plasmatica. El plasma puede almacenarse refrigerado durante una
noche entre 2 y 8 °C. Si desea guardarlo mas tiempo, debe congelarlo a —20 °C.
Deben evitarse las muestras hemolizadas, lipémicas o ictéricas.

Muestras de suero
Si bien en general se utilizan muestras de plasma para los ensayos de cortisol, pueden
obtenerse resultados comparables utilizando muestras de suero.™

Separe la parte de suero. El suero puede almacenarse refrigerado durante una noche
entre 2 y 8 °C. Si desea guardarlo mas tiempo, debe congelarlo a -20 °C.
Debe evitarse la utilizacién de muestras hemolizadas, lipémicas o ictéricas.

Muestras de orina

Recoja una muestra de orina de 24 horas. Registre el volumen total de orina. Afiada
10 gramos de acido boérico por litro de orina como conservante, y guarde una parte
alicuota bien mezclada congelada a —20 °C. Descongele las muestras congeladas a
temperatura ambiente y mézclelas bien antes de utilizarlas.

7. EQUIPOY MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
7.1 Bafio de agua a temperatura constante de 37 + 2°C.
7.2  Pipeta de precision (10 pL).
7.3  Pipeta semiautomatica (1,0 mL).
7.4 Contador Gamma.
7.5 Portatubos.
7.6  Aspirador de agua (opcional).
7.7  Mezclador vortex.
7.8  Papel absorbente con reverso de plastico (opcional).
Suplementos adicionales para utilizar inicamente en la extraccion de orina:
1. Tubos de ensayo desechables de cristal (12 x 75 mm) y tapones.
Cloruro de metileno (diclorometano; grado reactivo analitico ACS).
Bafio de hielo.
Pipetas de precision (100 y 200 uL).
Extractor o area bien ventilada.
Modo de evaporacién del cloruro de metileno. Esto puede realizarse con un

chorro de aire seco o de nitrégeno calentando con suavidad el extracto hasta
alrededor de 37 °C bajo una campana extractora o en una zona bien ventilada.

8. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ORINA
Este procedimiento incluye la metodologia para determinar la eficacia de la extraccion
de cloruro de metileno. La recuperacion de cortisol de muestras de orina alcanzé un
99 + 14% en los laboratorios de DiaSorin.

8.1  Coloque un volumen adecuado de cloruro de metileno en un bafio de hielo
para que se enfrie. Disponga mas de 1 mL por tubo. El bafio de hielo debe ser
suficientemente grande como para colocar un vaso de precipitados con
cloruro de metileno y el soporte de los tubos de cristal para extraccion.

8.2 Para determinar la eficacia de extraccion, etiquete con la identificacion del
paciente dos tubos desechables de cristal para cada muestra que desee
utilizar en el ensayo. Ponga una etiqueta con una "M" para la muestra y otro
con una "E" para la eficacia de extraccion.

8.3  Agregue 200 microlitros de una muestra de orina de 24 horas bien mezclada
en los tubos “M” y “E”.

oaswN
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8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

8.10

En cada tubo “E” afiada 10 pyL de calibrador de suero para cortisol de
60 pg/dL. Agite el portatubos para mezclar los reactivos o mezcle cada tubo
por separado.

Agregue 1,0 mL de cloruro de metileno frio a cada tubo “M” y “E”. Agite en
vortex para extraer el cortisol en la capa organica. Tapelo o cubralo y
coléquelo en un bafio de hielo para evitar una evaporacion excesiva del
cloruro de metileno. Para facilitar la dosificacién del cloruro de metileno con
pipeta, es importante absorber cloruro de metileno FRIO 3 6 4 veces antes de
trasferirlo a los tubos apropiados.

Mientras espera que tenga lugar la fase de separacion, etiquete dos tubos
GammaCoat para cortisol para cada tubo “M” y dos para cada tubo “E”.

Tras la fase de separacion, retire con cuidado 100 pL de la capa inferior
(cloruro de metileno) de cada tubo y agréguelo a los tubos GammaCoat con la
etiqueta correspondiente. Para minimizar la filtracion de la muestra extraida
por la punta de la pipeta es conveniente mojar ésta en cloruro de metileno frio
antes de extraer la muestra. Cuando se traspasan los 100 pL de parte alicuota
de la disolucion de extraccion al tubo recubierto, no intente limpiar la punta de
la pipeta, porque las propiedades fisicas del cloruro de metileno provocan
fugas y burbujas de aire en ésta.

Para facilitar el traspaso de la solucién de extraccion al tubo recubierto sujete
el tubo de extraccién y el tubo GammaCoat en la misma mano. Rapidamente
pero con cuidado, traspase los 100 pL de extracto a la parte inferior del tubo
GammacCoat.

Evapore el cloruro de metileno de los tubos GammaCoat con un chorro de
aire seco o de nitrogeno y calentando el extracto hasta 37 °C.

PRECAUCION: Evite concentraciones excesivas de vapores de hidrocarburos
halogenados en las areas de trabajo. LA EVAPORACION DEBE
REALIZARSE UNICAMENTE JUNTO A UN EXTRACTOR O EN UNA ZONA
BIEN VENTILADA.

Una vez que el cloruro de metileno se ha evaporado por completo, agregue
10 pL del suero para ensayo en blanco de cortisol de 0 pg/dL, CA-2367, a
cada tubo GammaCoat de muestra del paciente ("M" y "E"), para garantizar
que las muestras contienen los niveles adecuados de proteina.

Continte con el procedimiento RIA; comience con el paso 1 del procedimiento
de ensayo.

9. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Reactivo trazador — tampoén:

Agregue todo el contenido de 1 vial de cortisol a 1 botella de tampén PBS y mezcle con
suavidad. Un aclarado final del vial de trazador de cortisol con el reactivo trazador —
tampon maximiza el traspaso del trazador. Llénelo y coloque la etiqueta de reactivo
trazador — tampon auxiliar al contenedor para su identificacion. El reactivo trazador —
tampoén debe almacenarse en la oscuridad o en un contenedor recubierto con una lamina
de plastico entre 2y 8 °C.

El procedimiento de ensayo incluye la preparacién de una curva de calibrador a partir
de la cual se interpola el contenido de cortisol desconocido de la muestra.

9.1

9.2

Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente y mezcle bien sin
formar espuma antes de utilizarlos.

Etiquete por duplicado los tubos GammaCoat de acuerdo con el programa
siguiente. En ocasiones se precisan tubos de cuentas totales [T1,T2] y tubos
BO [1,2] para ciertos programas de reduccién de datos y de control de calidad,
pero pueden omitirse si la curva de calibrador se realiza sobre papel de
grafico semilogaritmico.'®"
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9.3  Agregue a la parte inferior de los tubos GammaCoat duplicados apropiados:

a. 10 pL de suero para ensayo en blanco de cortisol, o cada calibrador de
suero para cortisol.

b. PARA MUESTRAS DE SUERO, PLASMA Y ORINA SIN EXTRAER,
agregue 10 pL de cada muestra. Tenga cuidado de dosificar los
calibradores y las muestras del mismo modo.16

c. PARA MUESTRAS DE ORINA EXTRAIDAS, utilice los tubos
GammaCoat con las muestras extraidas desde el paso 9 del
Procedimiento de extraccion de orina.

NOTA: Si desea diluir las muestras de suero o plasma del paciente,
utilice el suero para ensayo en blanco provisto en el equipo como
disolvente. Tanto con muestras de orina extraidas como sin extraer,
diluya con agua destilada cuanto sea preciso. Para cortisol urinario libre,
extraiga una parte alicuota de 200 pL de la muestra de orina diluida
(Procedimiento de extracciéon de orina, Paso 3). Continle con el ensayo
de rutina. El factor de disolucién debe incluirse en los célculos.

9.4 Agregue 1,0 mL de reactivo trazador — tampén a cada tubo. Mezcle con
suavidad cada tubo en un mezclador vértex a baja velocidad.

9.5 Incube los tubos durante 45 minutos en un bafio de agua a 37 + 2° C.

9.6 Aspire o decante todos los tubos excepto los de cuentas totales.
EN EL CASO DE QUE NO SE ELIMINE DE FORMA CORRECTA LA
DISOLUCION ADHERIDA, LA DUPLICACION PUEDE RESULTAR
INSUFICIENTE Y LOS VALORES INCORRECTOS.
Si se utiliza la técnica de aspiracion, compruebe que la punta de plastico del
aspirador toca la parte inferior del tubo recubierto y que se extrae todo el
liquido.
Si se utiliza la técnica de decantacion, permita que los tubos drenen en
posicién invertida durante 3 a 5 minutos. Golpee suavemente los tubos sobre
un papel absorbente para eliminar todo el liquido adherido antes de colocar
los tubos hacia arriba.

9.7 Determine el numero de cuentas de todos los tubos en un contador gamma
durante 1 minuto con la ventana ajustada de forma apropiada para yodo-125.

9.8 Calcule los resultados. Consulte Resultados.

10. PROCEDIMIENTO SALIVAL
El equipo también permite los ensayos de muestras de saliva.

Se ha demostrado que existe una buena correlacién entre la concentraciéon de cortisol
en la saliva y la concentracion de cortisol libre en plasma y suero (estas
concentraciones representan entre un 60 y un 100% de la concentracion de la fraccién
libre en circulacién y entre un 4 y un 6% de la concentracion en suero o plasma).
Numerosos estudios han demostrado las ventajas practicas y de diagnostico de los
ensayos de cortisol salival y confirmado su validez y valor clinico.

Se tuvieron en cuenta dos importantes puntos al adaptar esta técnica a los ensayos de
cortisol salival:

En primer lugar, dado que el cortisol salival representa solo el 5% de todo el cortisol en
plasma, es preciso multiplicar por 20 la sensibilidad. Para alcanzar este nivel de
sensibilidad, la muestra de saliva se incrementa a un volumen de 200 al.

En segundo lugar, la saliva tiene menor concentracion de proteinas (que en general
son enzimas Yy glicoproteinas). Solo estan presentes cantidades minimas de proteinas
plasmaticas, y las proteinas de unién con corticoesteroides estan ausentes. Para
garantizar que los efectos de la matriz proteica son similares en la muestra y en los
niveles estandar, se afiade calibrador O (sin cortisol) a cada muestra de saliva (como
para los ensayos con muestras de orina extraida).
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Percend of stal cownls boind

De este modo, solo es necesario realizar pequefias modificaciones en la dosificacion
de muestras y niveles estandar para adaptar el método a los ensayos sobre muestras
de saliva, utilizando Unicamente reactivos provistos en el equipo.

10.1 Recogida y preparaciéon de muestras de saliva

La saliva debe recogerse 10 minutos después de que el paciente se haya enjuagado la
boca con agua del grifo. No debe estimularse la producciéon de saliva y debe
informarse al paciente de la diferencia entre saliva y mucosidad. Puede recogerse un
volumen de 1 mL de saliva en pocos minutos, incluso en el caso de nifios.

Las muestras se almacenan congeladas a —20 °C. Antes del ensayo deben descongelarse
y centrifugarse; el liquido sobrenadante se bombea hacia el exterior para el ensayo.

10.2 Procedimiento salival

Para cada muestra de saliva, dosifique 10 uL de calibrador O en parejas en los tubos
etiquetados; agregue 200 uL de la muestra y 1 mL de trazador.

Para una velocidad estandar, dosifique 10 uL de calibrador O o el estandar en parejas
en los tubos etiquetados; agregue 200 pL de tampdn PBS, mas 1 mL de trazador.

Agite cada tubo con movimientos envolventes. Incube durante 45 min en un bafio de
agua a 37 °C. Extraiga el contenido de los tubos por bombeo o por decantacién y mida
la radioactividad unida a los lados del tubo durante un minuto.

Curva estandar

Cartisol concentration (ugidL)

o o0 0325 05 13 3 0 60 El rango estandar real para el
T T T — T cortisol salival es de 0,10 -
E 0,25-0,50 - 1,25 y 3,0 pg/dL.
Las curvas estandar para las
dos técnicas de ensayo
(suero y saliva) cubiertas por
este equipo se ilustran en el
grafico de la izquierda.

.

Si bien el volumen de
incubaciéon es algo mayor en
el ensayo salival que en el de
suero(1,210 pL en lugar de
1,010 L), esto no tiene
L e . ) 4 i ningin efecto sobre la
0 3 1o 10 00 0 1000 capacidad de unién marcante
en el rango de la curva
estandar.

)
=]
L

Corsol comesatratan (nmel/L)

Figure 3
Standard curves for assay of corisol in serum or plasma (@)

and in saliva (2) with the GammaCoat™ [*°[] RIA ki

Nota: Esta curva se obtuvo durante un estudio realizado en 1984 con un rango
estandar de 0, 2,0, 5,0, 10, 25 y 60 pg/dL. Desde entonces se ha modificado el rango
estandar. Consulte el nuevo rango para los calculos de cortisol salival teniendo en
cuenta una proporcion de 1:20.
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Valores normales

Tabla 1
Niveles normales de cortisol matinal en saliva y suero (pg/dL)
Saliva Suero
G“%pO d,? n Media Rango n Media Rango
sujetos
Adultos 150 | 043 |0,8-1,01| 103 6,5 4,5-21,1
normales
Nifios (4- | 405 | 040 |014-001|
11 afios)
Mujeres
embarazadas 84 0,47 0,33 -0,91 84 15,7 12,9-39,9
(3° trimestre)

* Residentes en GB

11. CONTROL DE CALIDAD
Cada laboratorio debe utilizar controles a diferentes niveles para supervisar el
rendimiento del ensayo. Los controles deben tratarse como desconocidos. Deben
realizarse graficos de control de calidad para seguir el rendimiento de los controles, asi
como utilizarse métodos estadisticos apropiados para evaluar las tendencias. Cada
laboratorio debe determinar los limites de rendimiento aceptables.

12. CALCULO DE RESULTADOS

De forma simultanea pueden realizarse ensayos sobre muestras de suero, plasma y

orina desconocidas y todas ellas se interpolan de la curva de calibrador generada con

los calibradores de suero de cortisol. Las muestras de cortisol urinario sin extraccion

(UC) y las de cortisol urinario libre (UFC) se transforman en "pg/24 horas" con la

férmula apropiada.

12.1 Registre las cuentas por minuto (CPM) limite para cada tubo.

12.2 Trace el limite de CPM para calibradores de cortisol (eje vertical) frente a la
concentracion de cortisol (eje horizontal) sobre un papel para graficos
semilogaritmico.

12.3 Dibuje la curva que mejor se adapte. Si desea un grafico y datos tipicos,
consulte la TABLA Il y la FIGURA 1.

12.4 Coloque el limite de CPM para cada tubo correspondiente a cada muestra
(controles, suero, plasma, orina extraida y sin extraer) en el eje vertical y siga
una linea horizontal que interseccione con la curva de calibrador. En el punto
de interseccion, lea la concentracion de cortisol (ug/dL) en el eje horizontal.
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12.5 Cortisol urinario sin extraer
Para convertir el cortisol urinario (UC) de muestras de orina sin extraer de pg/dL a
cortisol pug por 24 horas, utilice la ecuacion siguiente:

_ SxV
UC=" oo
donde:
S = concentracion de muestra de orina sin extraer en pg/dL
\ = volumen total de orina en mL/24 horas
100 = factor de conversion

12.6 Cortisol urinario extraido libre
Para convertir el cortisol urinario libre (UFC) de muestras de orina extraidas de pg/dL a
cortisol pug por 24 horas, utilice la ecuacion siguiente:

_ SxV

UFC= 333 (Es)
donde:
S = concentracion de muestra de orina extraida en pg/dL
E =  eficiencia de concentracion en tubo para la muestra correspondiente en pg/dL
\% = volumen de orina total en mL/24 horas
33,3 = factor de eficiencia de extraccion y de disolucion combinado
Ejemplo

= 13,50 pg/dL
S = 7,85 ug/dL
\% = 1150 mL/24 horas
UFC = (7.85) (1150) = 48 g cortisol/24 horas

33,3 (13,50-7,85)

Para los laboratorios que deseen supervisar la eficiencia del procedimiento de
extraccion de orina (EE), la férmula siguiente puede utilizarse para calcular la
eficiencia como porcentaje.

_ E-S
EE = 60 x 100
donde:
S = Concentraciéon de muestra de orina extraida en pg/dL
E = Eficiencia de concentracién en tubo para muestra correspondiente en pg/dL
6,0 = Diferencia esperada entre la concentracién de los tubos "E" y "M" en pg/dL
100 = Factor de conversién
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12.7 Unidades de S.I.

Utilizando un peso molecular de 362,5 dalton, los calibradores de suero, controles y
valores del paciente (suero y plasma) pueden convertirse de microgramos por decilitro
(ug/dL) a nanomoles por litro (nmol/L), unidades del S.I., multiplicando por 27,59 (en la
TABLA Il se muestran los valores de los calibradores de cortisol en ambas unidades).
Del mismo modo, los controles de orina extraidos y sin extraer y los valores del
paciente pueden convertirse de microgramos por 24 horas (ug/24 hr) a nanomoles por
24 horas (nmol/24 hr), unidades del S.I., multiplicando por 2,76.

TABLA Il

Concentracion de calibradores

N° cat Nivel de calibrador Unidades del S.I.
CA-2367 0 ug/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 ug/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
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TABLAII
Registro de los datos
No utilice para calcular desconocidos

Concentracion
N° Limite de cortisol
tubo  Contenido de los tubos CPM (pg/dL)
T1 Cuentas totales (trazador - tampén) 44516
T2 Cuentas totales (trazador - tampon) 43651
1 Suero para ensayo en blanco de cortisol, By 0 pg/dL 22311
2 Suero para ensayo en blanco de cortisol, By 0 pg/dL 22771 0
3 Calibrador de suero de cortisol 1 pg/dL 19216
4 Calibrador de suero de cortisol 1 pg/dL 19243 1
5  Calibrador de suero de cortisol 3 pg/dL 15331
6 Calibrador de suero de cortisol 3 pg/dL 15731 3
7 Calibrador de suero de cortisol 10 pg/dL 10660
8 Calibrador de suero de cortisol 10 pg/dL 10294 10
9  Calibrador de suero de cortisol 25 pg/dL 6862
10 Calibrador de suero de cortisol 25 pg/dL 6657 25
11 Calibrador de suero de cortisol 60 pg/dL 4186
12 Calibrador de suero de cortisol 60 pg/dL 4224 60
13 Muestra "A" del paciente 18470 1,3
14 Muestra "A" del paciente 18992 1,1
Media: 1,2
15 Muestra "B" del paciente 10377 10,1
16 Muestra "B" del paciente 10608 9,6
Media: 9,9
17 Muestra "C" del paciente 6316 28,8
18 Muestra "C" del paciente 6318 28,8
Media:
28,8

Resultados tipicos
No utilizar para calcular desconocidos

19,100 _ Patient"‘A”

Patient "B"

M

% 11,600

Patient&
4,100 1

1 3 10

Concentracion de cortisol pg/dL

FIGURA 1
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13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

13.1 Procedimiento

El reactivo trazador - tampdn debe protegerse de la luz. Los tubos recubiertos estan
listos para utilizar tal como se reciben y deben almacenarse entre 2 y 27 °C.
El envoltorio de plastico debe cerrarse bien si se guardan tubos no utilizados con el fin
de evitar la condensacion.

Las condiciones de incubacién deben comprobarse de forma rutinaria. La temperatura
del bafio de agua debe ser constante a 37 +2° C y el nivel de agua debe mantenerse
por encima de la disolucion de los tubos sin permitir que éstos floten.

El usuario debe saber que los resultados pueden ser erréneos si las muestras se
almacenan o manejan de modo incorrecto. Deben evitarse las muestras hemolizadas,
lipémicas e ictéricas.

Si no se obtienen los valores de cortisol adecuados para los controles, puede ser
debido a manipulaciones imprecisas, tratamiento inadecuado o deterioro de los
reactivos. Deben incluirse controles en todos los ciclos. Debe establecerse una curva
de calibrador para cada ciclo.

El equipo GammaCoat para cortisol no debe utilizarse para cuantificar los niveles de
cortisol en muestras de pacientes tratados con prednisolona. Consulte las limitaciones
interpretativas.

13.2 Interpretativas

En general, los niveles normales de cortisol son mas altos entre las 5 y las 10 de la
mafiana y mas bajos entre las 20 y las 4.5 Los niveles entre las 12 y las 24 horas son
generalmente 1/2 o 1/3 de los valores de 0 a 12 horas. Se ha descrito un incremento
del nivel de cortisol a mediodia en mujeres, coincidiendo con la ingesta de comida y
marcadamente atenuado por la falta de esta.” La variaciéon diurna, las pruebas de
estimulacién y supresion y diferentes tipos de situaciones estresantes alteran
normalmente los niveles de cortisol. Por ejemplo, la estimulaciéon de ACTH
generalmente produce valores dos o tres veces mayores que el nivel referente entre 0
y 12 horas.'® La supresion de la metirapona y la dexametasona generalmente
produce muestras matutinas con valores inferiores a 5 pg/dL." Los estrégenos como
contraceptivo oral pueden provocar elevados niveles de cortisol como resultado de la
alteracion de las concentraciones de las proteinas del plasma y el suero. De este
modo, los valores de cortisol de cada paciente se evalian generalmente en referencia
a su nivel de cortisol entre las 0 y las 12 horas.

Los ensayos de cortisol sobre muestras de pacientes bajo tratamiento con
prednisolona estan contraindicados debido a la alta reactividad cruzada del anticuerpo
de cortisol de este equipo con la prednisolona y la 6-metilprednisolona. La alta
reactividad cruzada puede producir niveles de cortisol aparentemente altos.

Las determinaciones de cortisol generadas por el protocolo urinario directo tendran
como resultado valores clinicamente validos cuando se comparan con el rango normal
de cortisol urinario no extraido registrado. Es bien sabido que las substancias no
identificadas presentes en la orina pueden interferir en los ensayos inmunolégicos de
cortisol; por esto, los valores obtenidos directamente de protocolos urinarios seran
mas altos que aquellos obtenidos a partir de muestras de orina purificada mediante
técnicas como cromatografia liquida de alta presion.'®2°

14. VALORES PREVISTOS

14.1 Niveles de plasma o suero

Mafanas:

7-25 pg/dL o 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Tardes:

2-9 pg/dL o0 20-90 ng/mL

[55-248 nmol/L]

Estos rangos pueden utilizarse como guias hasta que cada laboratorio haya
establecido sus propios rangos normales.

52



14.2 Cortisol urinario sin extraer

El rango normal para cortisol urinario (UC) de muestras de orina sin extraer es de
75-270 pg por 24 horas [207-745 nmolL/24 hr]. Una recogida inadecuada de la muestra
de orina puede tener como resultado una evaluacion incorrecta del paciente.
Se recomienda determinar la creatinina para identificar recogidas de orina
especialmente inadecuadas.?'

14.3 Cortisol urinario libre extraido

El rango normal de cortisol urinario libre es de 20-90 pg por 24 horas [55-
248 nmoL/24 hr]. Una recogida inadecuada de la muestra de orina puede tener como
resultado una evaluacion incorrecta del paciente. Se recomienda determinar la creatinina
para identificar recogidas de orina especialmente inadecuadas.?'

15. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ESPECIFICAS

15.1 Precisién

La precision intraciclica se determiné a partir del promedio de 20 ensayos simultaneos
por muestra de suero. La precision interciclica se determino a partir del promedio de
los duplicados para 20 ciclos.

Precision Desviacion Coeficiente
intraciclica Numero de Media estandar de variacion
Muestra ensayos (ug/dL) (ug/dL) (%)
Mezcla de suero A 20 2,9 0,19 6,6
Mezcla de suero B 20 12,1 0,93 7,7
Mezcla de suero C 20 47,1 3,18 6,8
Precision Numero de Desviacion Coeficiente
interciclica ciclos Media estandar de variacién
Muestra independientes (pg/dL) (pg/dL) (%)
Mezcla de suero D 20 3,7 0,33 9,0
Mezcla de suero E 20 12,1 1,19 9,8
Mezcla de suero F 20 36,9 3,24 8,8

15.2 Exactitud: La exactitud de este ensayo se ha comprobado con la prueba de
recuperacion.

Recuperacion de sueros mezclados

Se prepararon muestras diluyendo una muestra de cortisol alta conocida con una
mezcla de suero previamente analizada. Cada muestra preparada se analiz6 por
cuadriplicado. El porcentaje de recuperacion se calcula como (recuperado / esperado)
x 100.

Contribucién de Contribucion Valor Valor
muestra preparada de mezcla esperado recuperado Porcentaje (%)
(pg/dL) (pg/dL) (pg/dL) (pg/dL) recuperacion
4,2 1, 5,8 5,5 95
11,2 1,6 12,7 12,8 101
17,2 1,6 18,8 18,4 98
26,3 1,6 27,9 254 91
41,2 1,6 42,8 39,2 92

15.3 Sensibilidad analitica

La sensibilidad de la curva del calibrador se define como el valor independiente mas
pequefio distinto de cero. Se calculd una estimacién estadistica de la concentracion
minima que puede detectarse (sensibilidad) de acuerdo con el método de D. Rodbard??
para 30 reproducciones en el punto cero de la curva de calibrador. La sensibilidad
calculada es de 0,21 pg/dL.

15.4 Avidez

La afinidad constante calculada del antisuero de cortisol es aproximadamente de
2 x 108 litros/moL.
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15.5 Especificidad analitica

Los datos de la reactividad cruzada del antisuero utilizado en este equipo se expresan
como la proporcidon de concentracion de cortisol por la concentracion de la sustancia
de reaccion cruzada con un 50% de inhibicién de unién maxima.

Compuesto % Reactividad cruzada
Cortisol 100
Prednisolona 25,5
6-Metilprednisolona 14,5
11-Desoxicortisol 9,8
17-Hidroxiprogesterona 0,4
Corticosterona 0,9
Dexametasona 0,049
Prednisona 3,8
Desoxicorticosterona 0,14
Tetrahidrocortisona 0,2
Aldosterona <0,1
3-Cortol <0,1
B-Cortolona <0,1
Cortisona 10,3
Dihidrocortisona 0,43
Progesterona 0,015
Spironolactona <0,1
Tetrahidrocortisol 0,3
6-R-Hidrocortisona 4,2

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA.
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KIT RIA GAMMACOAT ™ CORTISOL

1. USO PREVISTO
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Il kit per l'analisi radioimmunologica GammaCoat™ ['?]] Cortisol serve per la
determinazione quantitativa dei livelli di cortisolo (idrocortisone, Compound F) nel
siero, nel plasma o nelle urine.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI
Il cortisolo (idrocortisone, Compound F) & il principale glicocorticoide secreto dalla
corteccia surrenale. Alcuni suoi effetti fisiologici comprendono attivita antinfiammatoria,
mantenimento della pressione sanguigna e sintesi di carboidrati dalle proteine.
| glicocorticoidi  vengono  sintetizzati in risposta all'azione dell'ormone
adrenocorticotropo (ACTH) che viene secreto dal lobo anteriore della ghiandola
pituitaria. In un normale individuo, il cortisolo agisce in un ciclo di feedback negativo
con ACTH attraverso Il'asse ipotalamo-ghiandola pituitaria-corteccia surrenale (asse
HPA - Hypothalamus-pituitary-adrenal). L'ACTH surrenale, a sua volta, & regolato dal
fattore di liberazione della corticotropina (CRF) secreta dall'ipotalamo. Il fattore CRF
ipotalico € sensibile ai livelli di cortisolo e allo stress. Lo stress fisico e psicologico, la
variazione diurna e bassi livelli di zucchero nel sangue influiscono sulla quantita di
secrezione del cortisolo.™®
Il cattivo funzionamento di un qualsiasi organo nell'asse HPA comporta un'alterazione
dei livelli di cortisolo.”® La valutazione delle funzioni della ghiandola surrenale mediante
misurazione dei livelli di cortisolo nel plasma o nel siero € utile nella diagnosi di stati
normali o anormali. La combinazione di misurazioni eseguite al mattino e alla sera,
nonché test di stimolazione e soppressione possono offrire indicazioni chiare per la
diagnosi di affezioni specifiche correlate alla ghiandola surrenale. La diagnosi del
morbo di Addison (insufficienza surrenale cronica) e della sindrome di Cushing
(sovrapproduzione surrenale) sono due esempi in cui l'analisi specifica dei livelli di
cortisolo in circolo & utile nella valutazione del paziente.®'"

3. PRINCIPI DELL'ANALISI

La procedura usata nel kit per I'analisi radioimmunologica di cortisolo GammaCoat ['#]]
si basa sui principi radioimmunologici di legame competitivo.'" | calibratori e i campioni
non noti (siero, plasma o urine) vengono incubati con tracciante per cortisolo in
provette rivestite con anticorpo, dove l'anticorpo & immobilizzato nella parete inferiore
interna della provetta GammaCoat. Al termine del periodo di incubazione, il contenuto
della provetta viene aspirato o fatto decantare e si esegue il conteggio. Si crea una
curva di calibrazione con 5 calibratori di siero varianti fra 1 e 60 pg/dL. | valori non noti
vengono interpolati dalla curva di calibrazione. L'intera analisi viene eseguita nella
provetta rivestita. Non sono richieste diluizioni separate di campioni, denaturazione
delle proteine o fasi di estrazione per i campioni di siero, urine o plasma.

Oltre alle analisi di cortisolo nelle urine non estratte, il kit RIA GammaCoat ['#I] Cortisol
puo essere usato anche per misurare il cortisolo libero (non coniugato) nelle urine. Il
cortisolo presente nelle urine deve innanzitutto essere estratto in cloruro di metilene.
Una parte dell'estratto viene fatta evaporare direttamente nella provetta rivestita con
anticorpi GammaCoat (gli esperimenti non hanno dato luogo ad effetti deleteri per la
provetta se si utilizza cloruro di metilene di buona qualita). Per garantire livelli adeguati
di proteine nei campioni, in ogni provetta GammaCoat vengono aggiunti 10 microlitri di
blank per siero per cortisolo (CA-2367). La parte successiva della procedura di analisi
€ uguale a quella effettuata per le determinazioni di cortisolo nel siero, nel plasma o
nelle urine non estratte. L'efficienza dell'estrazione del cortisolo dalle urine mediante
cloruro di metilene deve essere monitorata.
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4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Calibratori di cortisolo (A-F) 6 fiale/1 mL 6 fiale/1 mL
Provette rivestite per cortisolo 2 sacchetti/50 cad. 10 sacchetti/ 50 cad.
Tracciante di cortisolo 1 fiala/ 10 mL 5 fiale/10 mL cad.
Tampone PBS 1 fiala/ 100 mL 5 fiale/ 100 mL cad.
Numero di test 100 500

CONSERVAZIONE: Tutti i reagenti, compreso il reagente tracciante-tampone, sono
stabili fino alla data di scadenza stampata sull'etichetta del kit se conservati ad una
temperatura di 2-8 °C. Le provette rivestite anti-cortisolo possono essere conservate
ad un temperatura di 2-27 °C. Non usare i reagenti dopo la data di scadenza del kit.
Non si devono mescolare reagenti di lotti diversi.

4.1 Tracciante di cortisolo: reagente pronto all'uso

Ogni fiala contiene circa 4 pCi di tracciante (<1 pg/mL di cortisolo) in 10 mL di tampone
fosfato isotonico, ANS (acido 8-anilino-1-naftalene solforico) con 0,1% sodio azide
come conservante.

4.2 Provette rivestite di anti-cortisolo di coniglio: reagente pronto all'uso
12 provette da 75 mm rivestite con siero anti-cortisolo di coniglio (titolo<1 ug/provetta)
e confezionate in un sacchetto di plastica.

4.3 Tampone PBS: reagente pronto all'uso
Ogni flacone contiene 100 mL di tampone fosfato isotonico con 0,1% sodio azide come
conservante.

4.4 Calibratori per siero per cortisolo: reagente pronto all'uso

Ogni fiala contiene cortisolo in 1 mL di siero umano trattato contenente 0.1% sodio
azide come conservante. | calibratori sono forniti alle seguenti concentrazioni: 0, 1, 3,
10, 25 e 60 pg/dL. | calibratori DiaSorin per cortisolo sono stati calibrati in base allo
standard di riferimento U.S.P. per il cortisolo. Eventuali comparazioni con altri prodotti
o procedure devono essere eseguite in base alle norme di questo standard di
riferimento. | calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del paziente
quando usati con reagenti e con la procedura operativa di questo test diagnostico in
vitro, come consigliato.

4.5 Etichetta diriserva
Per tracciante-tampone

4.6 DISPONIBILE SU RICHIESTA:
Carta millimetrata semi-logaritmica
50 fogli per blocco

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI MATERIALE DI PROVENIENZA UMANA

Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto € stata
testata con una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva per la
presenza di HBsAG, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi metodi
sono estremamente accurati, non & garantita la localizzazione di tutte le unita infette.
Questo prodotto puo inoltre contenere altro materiale di provenienza umana per il quale
non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test approvata puo offrire
garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C (HCV), del
virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di provenienza
umana deve essere trattato in conformita con le buone pratiche di laboratorio adottando le
precauzioni appropriate come descritto nei manuale dei Centers for Disease Control and
Prevention/National Institutes of Health Manual, "Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories", quarta edizione, Maggio 1999 o edizione corrente.
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REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
puo reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts", nel manuale
Safety Management N. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la Prevenzione
delle malattie di Atlanta, GA, 1976.

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125
Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione,
la manipolazione e lo smaltimento di questo materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato
unicamente da personale medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria,
laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non
prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da esso
derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, l'uso e il
trasferimento sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory
Commission statunitense dello stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo
per l'esercizio dell'autorita normativa.
1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area
specificatamente designata.
2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale
autorizzato.

3. Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.

Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

5. Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con
detergente alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli
oggetti in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima
di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:

L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti
alle norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione puo
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

P
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6. RACCOLTA DEI CAMPIONI E MANIPOLAZIONE
Campioni di plasma
Prelevare in maniera asettica un campione di sangue venoso in una provetta di vetro
sotto vuoto contenente eparina o EDTA.
Separare la frazione di plasma. Il plasma pud essere conservato in frigorifero a 2-8 °C
per una notte. Per periodi di conservazione piu lunghi, i campioni devono essere
congelati a —20 °C. E bene evitare l'uso di campioni emolizzati, lipemici o itterici.
Campioni di siero
Anche se i campioni di plasma siano generalmente indicati per le analisi di cortisolo, si
possono ottenere risultati paragonabili utilizzando campioni di siero.'2

Separare la frazione di siero. Il siero pud essere conservato in frigorifero a 2-8 °C per
una notte.

Per periodi di conservazione piu lunghi, i campioni devono essere congelati a —20 °C.
E bene evitare 'uso di campioni emolizzati, lipemici o itterici.

Campioni di urine

Raccogliere campioni di urine nell'arco di 24 ore. Registrare il volume totale delle urine.
Aggiungere 10 grammi di acido borico per litro di urine come conservante e congelare
una parte ben miscelata a —20 °C. Scongelare a temperatura ambiente e mescolare
bene prima dell'uso.

7. ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN
DOTAZIONE
7.1 Bagno di acqua a temperatura costante, 37 + 2°C.
7.2  Pipetta di precisione (10 pL).
7.3  Pipetta semiautomatica (1.0 mL).
7.4  Contatore a raggi gamma.
7.5 Portaprovette.
7.6  Aspiratore di acqua (facoltativo).
7.7  Mixer Vortex.
7.8 Carta assorbente con retro in plastica (facoltativo).
Attrezzature supplementari per utilizzo nella sola procedura di estrazione dalle urine:
Provette in vetro monouso (12 x 75 mm) complete di cappuccio.
Cloruro di metilene (diclorometano; reagente analitico di grado ACS).
Bagno di ghiaccio.
Pipette di precisione (100 e 200 pL).
Cappa o zona ben ventilata.
Strumenti per far evaporare il cloruro di metilene. L'evaporazione pu¢ essere

eseguita con un getto di aria asciutta o azoto con lieve riscaldamento dell'estratto
a circa 37 °C sotto una cappa o in un'area ben ventilata.

8. PROCEDURA DI ESTRAZIONE DALLE URINE
Questa procedura prevede la metodologia utilizzata per la determinazione
dell'efficienza dell'estrazione del cloruro di metilene. Recuperi tipici di cortisolo dai
campioni di urine hanno prodotto medie di 99 + 14% nei laboratori DiaSorin.

8.1  Versare un volume adatto di cloruro di metilene in un bagno di ghiaccio per il
raffreddamento. Prevedere piu di 1 mL per provetta. Il bagno di ghiaccio deve
essere sufficientemente grande da poter contenere un becher di cloruro di
metilene e il portaprovette per le provette in vetro per l'estrazione.

8.2 Per stabilire l'efficienza dell'estrazione, etichettare due provette in vetro
monouso per ogni campione con i dati di identificazione del paziente.
Etichettare una provetta "C" per campione e l'altra "E" per efficienza di
estrazione.

8.3  Aggiungere 200 microlitri di campione di urine precedentemente ben miscelati
per 24 ore nelle provette "C" ed "E".

oaprLN=
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8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

8.10

Per le sole provette "E", aggiungere in ciascuna provetta 10 pL di calibratore
per siero da 60 pg/dL. Mescolare i reagenti agitando il portaprovette o ogni
singola provetta.

Aggiungere 1,0 mL di cloruro di metilene raffreddato in ogni provetta "C" ed
"E". Agitare bene nel Vortex per estrarre il cortisolo sullo strato organico.
Chiudere con cappuccio oppure coprire e riporre nel bagno di ghiaccio per
evitare un'eccessiva evaporazione del cloruro di metilene. Per facilitare
I'aspirazione con pipetta del cloruro di metilene, &€ importante risciacquare la
pipetta 3-4 volte con cloruro di metilene FREDDO prima di trasferirlo nelle
provette.

Mentre si attende il completamento della separazione, etichettare due provette
GammaCoat Cortisol per ogni provetta "C" e due provette GammaCoat
Cortisol per ogni provetta "E".

Al termine della separazione, prelevare con cautela 100 pL dallo strato
inferiore (cloruro di metilene) di ogni provetta e versarlo nelle rispettive
provette GammaCoat precedentemente etichettate. L'uso della punta della
pipetta risciacquata in cloruro di metilene freddo prima dell'aspirazione del
campione ridurra la quantita di campione estratto sulla punta della pipetta.
Durante il trasferimento di 100 pL di soluzione di estrazione nella provetta
rivestita, non tentare di pulire la punta della pipetta, in quanto le proprieta
fisiche del cloruro di metilene provocano perdite e bolle d'aria sulla punta della
pipetta.

Per facilitare il trasferimento della soluzione di estrazione nella provetta
rivestita, tenere la provetta di estrazione e la provetta GammaCoat nella
stessa mano. Rapidamente, ma con cautela, trasferire 100 uL di estratto sul
fondo della provetta GammaCoat.

Far evaporare il cloruro di metilene dalle provette GammaCoat con un getto di
aria asciutta o azoto e lieve riscaldamento dell'estratto a circa 37 °C.

ATTENZIONE: Evitare concentrazioni eccessive di fumi di idrocarburi
alogenati nelle aree di lavoro. L'EVAPORAZIONE DEVE AVVENIRE SOLO
SOTTO UNA CAPPA O IN UNA ZONA BEN VENTILATA.

Quando il cloruro di metilene & completamente evaporato, aggiungere 10 pL di
blank per siero da 0 pg/dL, CA-2367, in ogni provetta GammaCoat contenente
campioni del paziente (provette "C" ed "E"), per far si che i campioni
contengano livelli adeguati di proteine.

Continuare con la procedura RIA iniziando dal punto 1 della Procedura di
analisi.

9. PROCEDURA DI ANALISI

Tracciante-Tampone:

Aggiungere lintero contenuto di 1 fiala di tracciante di cortisolo in un flacone di
tampone PBS e mescolare delicatamente. Il risciacquo finale della fiala del tracciante
di cortisolo con il tracciante-tampone contribuira ad ottimizzare il trasferimento del
tracciante. Completare e affiggere al contenitore I'etichetta di riserva tracciante-
tampone per l'identificazione. Il reagente tracciante-tampone deve essere conservato
al buio, oppure in un contenitore avvolto in carta stagnola, a 2-8 °C.

La procedura di analisi comprende la preparazione della curva di calibrazione da cui il
contenuto di cortisolo non noto verra interpolato.

9.1

9.2

Lasciare che tutti i reagenti raggiungano la temperatura ambiente e mescolare
accuratamente prima dell'uso senza formare schiuma.

Etichettare due serie di provette GammaCoat in base allo schema seguente.
Il conteggio totale [T1,T2] e le provette BO [1,2] potranno essere necessari per
certi programmi di riduzione dei dati e di controllo della qualita; possono
tuttavia essere omessi se la curva di calibrazione viene tracciata su carta
millimetrata semi-logaritmica.’"®
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9.3  Aggiungere al fondo delle seconda serie delle provette GammaCoat:

a. 10 pL di blank o calibratore per siero per cortisolo.

b. PER CAMPIONI DI SIERO, PLASMA E URINE NON ESTRATTI,
aggiungere 10 pL di ciascun campione. Fare attenzione ad aspirare
calibratori e campioni nello stesso modo.'®

c. PER | CAMPIONI DI URINE ESTRATTI, usare le provette GammaCoat
contenenti i campioni estratti durante la fase 9 della Procedura di
estrazione dalle urine.

NOTA: Si consiglia di diluire i campioni di siero o di plasma e usare il
blank per il siero fornito con questo kit come diluente. Diluire con acqua
distillata ciascun campione di urine estratto o non estratto, come previsto.
Per il cortisolo libero, estrarre 200 pyL del campione di urina diluito
(Procedura di estrazione dalle urine, Punto 3). Continuare con la normale
analisi. Il fattore di diluizione deve essere incluso nei calcoli.

9.4  Aggiungere in ogni provetta 1.0 mL di tracciante-tampone. Agitare lentamente

ogni provetta in un mixer Vortex regolato su una velocita bassa.

9.5 Lasciare in incubazione le provette per 45 minuti in un bagno di acqua a
37 +2°C.

9.6 Aspirare o lasciar decantare tutte le provette, eccetto quelle per il Conteggio
totale.
UNA RIMOZIONE NON CORRETTA DELLA SOLUZIONE DI ADERENZA
PUO' ESSERE CAUSA DI REPLICAZIONE SCADENTE E DI VALORI
ERRATI.

Se si impiega la tecnica di aspirazione, controllare che la punta in plastica
dell'aspiratore tocchi il fondo della provetta rivestita e che tutto il liquido venga
rimosso.

Se si usa la tecnica di decantazione, lasciar svuotare le provette in posizione
capovolta per 3-5 minuti. Battere le provette su carta assorbente per eliminare
eventuale liquidi di aderenza prima di riportare le provette in posizione
verticale.

9.7 Contare tutte le provette in un contatore a raggi gamma per 1 minuto con la
finestra opportunamente regolata per iodio-125.

9.8 Calcolare i risultati. Fare riferimento alla sezione Risultati.

10. PROCEDURA SALIVARE
Questo kit consente di eseguire anche I'analisi con campioni di saliva.

E stato dimostrato che esiste una buona correlazione fra la concentrazione di cortisolo
nella saliva e la concentrazione di cortisolo libero nel plasma e nel siero (queste
concentrazioni rappresentano dal 60% al 100% della concentrazione della frazione
libera in circolo e dal 4% al 6% della concentrazione totale nel siero o nel plasma).

Numerosi studi hanno dimostrato i vantaggi pratici e diagnostici di analisi del cortisolo
salivare e hanno confermato la loro validita e valore clinico.

Sono stati presi in considerazione due punti importanti nell'adattare questa tecnica per
le analisi di cortisolo nella saliva:

Primo, poiché il cortisolo nella saliva rappresenta solo il 5% del cortisolo nel plasma, &
richiesto un aumento della sensibilita di venti volte. Per ottenere questo livello di
sensibilita, il campione di saliva é stato aumentato ad un volume di 200 pL.

Secondo, la saliva ha una concentrazione minore di proteine (generalmente consistenti
di enzimi e glicoproteine). Sono presenti solo tracce di proteine del plasma, mentre le
proteine che si legano con i corticosteroidi sono assenti. Per avere la certezza che gli
effetti della matrice proteica siano simili nel campione e negli standard, viene aggiunto
calibratore 0 (senza cortisolo) in ogni campione di saliva (come per le analisi dei
campioni di urine estratti).
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Sono richiese solo modifiche minori per I'aspirazione mediante pipetta dei campioni e
degli standard per adattare il metodo alle analisi dei campioni di saliva, utilizzando solo
i reagenti forniti con il kit.

10.1 Prelievo e preparazione dei campioni di saliva

La saliva deve essere prelevata 10 minuti dopo che il paziente ha sciacquato la bocca
con acqua di rubinetto. Non stimolare la produzione di saliva e informare il paziente
sulla differenza fra saliva e muco. In pochi minuti si pud prelevare un volume
sufficiente di 1 mL di saliva, anche nei bambini.

| campioni devono essere congelati a —20 °C. Prima di eseguire l'analisi, i campioni
devono essere scongelati e centrifugati; il sopranatante verra aspirato e usato per
I'analisi.

10.2 Procedura salivare

Per ognicampione di saliva, iniettare con pipetta 10 pL di calibratore 0 nelle due serie
di provette etichettate; aggiungere 200 uL di campione e 1 mL di tracciante.

Per il range standard, iniettare con pipetta 10 yL di calibratore 0 o di standard nelle
due serie di provette etichettate; aggiungere 200 pL di tampone PBS, piu 1 mL di
tracciante.

Agitare delicatamente ogni provetta. Lasciare in incubazione per 45 minuti in un bagno
di acqua a 37 °C. Aspirare o lasciare decantare il contenuto delle provette e misurare il
legato radioattivo sui lati della provetta per 1 minuto.

Curva standard

Cartisol concentration (ugidL)

o ol 03505 13 3 o 60 Il range standard attuale per
o ———————r =T il cortisolo salivare & 0,10 —
E 0,25-0,50 — 1,25 e 3,0 pg/dL.
Le curve standard per le due
tecniche di analisi (siero e
saliva) previste da questo kit
sono llustrate nel grafico a

sinistra.

'y

Anche se il volume di
incubazione & in qualche
modo maggiore nell'analisi
della saliva rispetto all'analisi
del siero (1,210 pL invece di
L e , . N L s 1,010 pL), esso non presenta
o 3 . nessuna conseguenza sulla
capacita di legame del
marcatore nel range della
curva standard.

)
=
L

Corvsol comeemtralnn [nmel/L)

Figure 3
Standard curves for assay of comisol in serum ar plasma (®)

and in saliva (@) with the GammaCoat™ [*°[] RIA ki

Nota: Questa curva é stata ottenuta durante uno studio eseguito nel 1984 con un range
standard di 0, 2,0, 5,0, 10, 25 e 60 pg/dL. Il range standard e stato successivamente
modificato. Si consiglia di fare riferimento al nuovo range per i calcoli di cortisolo nella
saliva, tenendo presente un rapporto di 1:20.
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Valori normali

Tabella 1
Livelli normali di cortisolo al mattino nella saliva e nel siero (ug/dL)
Saliva Siero
Gruppo S' n Media Range n Media Range
soggetti
Adulti normali | 150 0,43 0,18 - 1,01 103 6,5 45-211
Bambini (eta | 4105 | 040 [014-091| -
4 - 11 anni)
Donne incinte
(terzo 84 0,47 0,33-0,91 84 15,7 12,9-39,9
trimestre)

* Abitanti del Regno Unito

11. CONTROLLO DI QUALITA'
Ogni laboratorio dovrebbe utilizzare controlli a vari livelli per monitorare le
performance. | controlli devono essere considerati come campioni non noti.

Conservare le tabelle per il controllo della qualita al fine di verificare le performance dei
controlli. Adottare metodi statistici adeguati per valutare i trend. Limiti accettabili per le
performance verranno stabiliti da ogni singolo laboratorio.

12. CALCOLO DEI RISULTATI

| campioni

non noti di siero, plasma e urine possono essere analizzati

simultaneamente e sono tutti interpolati da una curva di calibrazione generata con i
calibratori per il siero. Sia i campioni di cortisolo da urine non estratti (UC) che i
campioni di cortisolo libero estratti (UFC) vengono successivamente convertiti in
"ug/24 ore" con la formula adeguata.

12.1 Registrare i conteggi per minuto (CPM) per ogni provetta.

12.2 Tracciare il valore CPM per i calibratori di cortisolo (asse verticale) rispetto la
concentrazione di cortisolo (asse orizzontale) su carta millimetrata
semilogaritmica.

12.3 Tracciare la miglior curva di interpolazione. Per dati e grafico tipici, fare
riferimento alla TABELLA Il e alla FIGURA 1.

12.4 Localizzare il legame CPM per ogni provetta corrispondente ad ogni campione
(controlli, siero, plasma, urina estratta e non estratta) sull'asse verticale e
seguire la linea orizzontale che interseca la curva di calibrazione. Nel punto di
intersezione, leggere la concentrazione di cortisolo (ug/dL) sull'asse orizzontale.

12.5 Cortisolo da urine non estratte

Per convertire il cortisolo di campioni di urine non estratti (UC) da pg/dL in pg cortisolo
per 24 ore, usare la seguente equazione:

_ SxV
UC=" 00
dove:
S = concentrazione del campione di urine non estratto in pg/dL
\% = volume totale delle urine in mL/24 ore
100 = fattore di conversione
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12.6 Cortisolo libero estratto
Per convertire il cortisolo libero di campioni di urine estratti (UFC) da pg/dL in pg
cortisolo per 24 ore, usare la seguente equazione:

_ SxV
UFC= 333 Es)
dove:
S = concentrazione del campione di urine estratto in ug/dL
E =  concentrazione nella provetta per l'efficienza per il campione
corrispondente in pug/dL
\% = volume totale delle urine in mL/24 ore
33.3 = fattore combinato di diluizione ed efficienza di estrazione
Esempio:
E = 13,50 pg/dL
S = 7,85 pg/dL
\% = 1150 mL/24 ore
UFc= 089 (150)  _ 480 cortisolo/24 ore

33,3 (13,50-7,85)

| laboratori che desiderano monitorare l'efficienza della procedura di estrazione dalle
urine (EE) possono usare la seguente formula per calcolare I'efficienza in percentuale:

_ E-S
EE = “60 X 100
dove:
S concentrazione del campione di urine estratto in pg/dL

E concentrazione nella provetta per I'efficienza per il campione corrispondente
in pg/dL

6.0 = differenza prevista fra le concentrazioni per le provette "E" e "C" in pg/dL

100 = fattore di conversione

12.7 Unita S.I.

Utilizzando un peso molecolare di 362,5 dalton, & possibile convertire i calibratori per il
siero, i controlli e i valori del paziente (siero e plasma) da microgrammi per decilitro
(ug/dL) in nanomoli per litro (nmol/L) di unita S.I. moltiplicando per 27,59 (fare
riferimento alla TABELLA |l per i valori dei calibratori di cortisolo elencati in entrambe le
unita). Allo stesso modo & possibile convertire i valori dei pazienti e i controlli estratti e
non estratti per microgrammi per 24 ore (ug/24 ore) in nanomoli per 24 ore (nmol/
24 ore) di unita S.1. moltiplicando per 2,76.

TABELLAII

Concentrazione dei calibratori

Cat. No. Livello calibratore Unita S.I.
CA-2367 0 pg/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 pg/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
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TABELLA I
Registrazione dei dati
Non usare per calcolare campioni non noti

Concentrazione
Provetta CPM di cortisolo
N. Contenuto delle provette Legame (pg/dL)
T1  Conteggi totali (Tracciante-Tampone) 44516
T2  Conteggi totali (Tracciante-Tampone) 43651
1 Blank per siero per cortisolo, By 0 pg/dL 22311
2 Blank per siero per cortisolo, By, 0 pg/dL 22771 0
3 Calibratore per siero per cortisolo 1 pg/dL 19216
4 Calibratore per siero per corticolo 1 pg/dL 19243 1
5 Calibratore per siero per cortisolo 3 pg/dL 15331
6 Calibratore per siero per cortisolo 3 pg/dL 15731 3
7 Calibratore per siero per cortisolo 10 pg/dL 10660
8 Calibratore per siero per cortisolo 10 pg/dL 10294 10
9 Calibratore per siero per cortisolo 25 pg/dL 6862
10 Calibratore per siero per cortisolo 25 pg/dL 6657 25
11 Calibratore per siero per cortisolo 60 pg/dL 4186
12 Calibratore per siero per cortisolo 60 pg/dL 4224 60
13 Campione paziente "A" 18470 1,3
14 Campione paziente "A" 18992 1,1
Media: 1,2
15 Campione paziente "B" 10377 10,1
16 Campione paziente "B" 10608 9,6
Media: 9,9
17 Campione paziente "C" 6316 28,8
18 Campione paziente "C" 6318 28,8
Media: 28,8
Risultati tipici

Non usare per calcolare campioni non noti

19,100

Patient"'A"
_—
s Patient "B"
% 11,600 N
PatiemN
4,100 |
1 3 10 25 60
Concentrazione di cortisolo pg/dL
FIGURA 1
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13. LIMITI DELLA PROCEDURA

13.1 Fattori legati alla procedura

Il tracciante-tampone deve essere protetto dalla luce. Le provette rivestite cosi come
fornite sono pronte per l'uso e devono essere conservate a temperatura fra 2-27 C.
Chiudere bene l'involucro in plastica quando si devono conservare provette non
utilizzate per evitare la condensazione.

Controllare con regolarita lo stato di incubazione. La temperatura del bagno di acqua
deve essere costante a 37 + 2 C e il livello dell'acqua deve essere superiore al livello
della soluzione nelle provette, le quali non devono galleggiare.

L'utilizzatore deve indicare che i risultati erronei possono essere dovuti a
conservazione e manipolazione inadeguata dei campioni. Evitare I'uso di campioni
emolizzati, lipemici e itterici.

Il mancato raggiungimento di valori idonei di cortisolo per i controlli pud essere segno
di manipolazione scorretta, trattamento inadeguato o deterioramento dei reagenti.
Includere i controlli in ogni ciclo di analisi. Per ogni ciclo di analisi si deve stabilire una
curva di calibrazione.

Il kit GammaCoat Cortisol non deve essere usato per qualificare i livelli di cortisolo in
campioni prelevati da pazienti in cura con prednisolone. Vedere la sezione Limitazioni
interpretative.

13.2 Limitazioni interpretative

I normali livelli di cortisolo sono generalmente maggiori al mattino fra le 5.00 e le
10.00 e inferiori fra le 20.00 e le 4.00 del mattino successivo.? | livelli pomeridiani sono
generalmente la metd o un terzo dei livelli del mattino. E stato osservato un
innalzamento dei livelli di cortisolo a meta giornata nelle donne coincidente con
I'assunzione di cibo, che si attenuavano notevolmente con la mancanza di cibo."”
La variazione diurna, test di stimolazione e soppressione e vari tipi di situazioni
stressanti normalmente alterano i livelli di cortisolo. Ad esempio, la stimolazione di
ACTH solitamente produce valori da due a tre volte il livello di riferimento del
mattino.”® La soppressione di metirapone e desametasone nei campioni del mattino
solitamente produce valori inferiori a 5 pg/dL."® Estrogeni, come quelli contenuti nei
contraccettivi orali, possono dare livelli elevati di cortisolo dovuti a concentrazioni
alterate di proteine nel plasma e nel siero. Pertanto, i valori di cortisolo di ogni paziente
sono normalmente valutati prendendo in considerazione il rispettivo livello di cortisolo
al mattino.

Le analisi di cortisolo su campioni di pazienti in cura con prednisolone sono
controindicate per l'elevata reattivita incrociata dell'anticorpo di questo kit con il
prednisolone e 6-metilprednisolone. L'elevata reattivita incrociata pud produrre livelli
apparentemente elevati di cortisolo.

Le determinazioni di cortisolo generate dal protocollo diretto con le urine produrranno
valori clinicamente validi se confrontati con il range normale dichiarato di cortisolo da
urine non estratte. Poiché € noto che sostanze non identificate presenti nelle urine
possono interferire con le analisi immunologiche di cortisolo libero, i valori ottenuti
utilizzando i protocolli diretti per le urine saranno superiori a quelli ottenuti da campioni
di urine che sono stati purificati con tecniche quali la cromatografia liquida ad alta
pressione.'%2

14. VALORI PREVISTI

14.1 Livelli nel plasma o nel siero

Mattino:

7-25 pg/dL o 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Sera:

2-9 pg/dL o0 20-90 ng/mL

[55-248 nmol/L]

Questi range possono essere usati come riferimento fino a quando ciascun laboratorio
non avra stabilito range normali propri.
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14.2 Cortisolo da urine non estratte

Il range normale di cortisolo da campioni di urine non estratte (UC) & 75-270 ug per
24 ore [207-745 nmol/24 ore]. La raccolta non corretta di campioni di urine pu6 dare
una valutazione errata. Si consiglia di determinare la creatinina al fine di identificare
raccolte di urine non idonee.?!

14.3 Cortisolo libero da urine estratte

Il range normale di cortisolo libero nelle urine € 20-90 pg per 24 ore [55-248 nmol/
24 ore]. La raccolta non corretta di campioni di urine pud dare una valutazione errata.
Si consiglia di determinare la creatinina al fine di identificare raccolte di urine non
idonee.?'

15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE

15.1 Precisione

La precisione fra piu cicli di analisi & stata determinata calcolando la media fra
20 analisi simultanee per campione di siero. La precisione fra cicli di analisi & stata
determinata calcolando la media fra i duplicati per 20 cicli di analisi separate.

Campione Deviazione Coefficiente
Precisione Numero di Media Standard di variazione
fra cicli di analisi di analisi (pg/dL) (ug/dL) (%)
Pool di siero A 20 2,9 0,19 6,6
Pool di siero B 20 12,1 0,93 7,7
Pool di siero C 20 47 .1 3,18 6,8
Campione Numero di Deviazione Coefficiente
Precisione Ciclo di analisi Media Standard di variazione
fra cicli di analisi separato (ug/dL) (ug/dL) (%)
Pool di siero D 20 3,7 0,33 9,0
Pool di siero E 20 12,1 1,19 9,8
Pool di siero F 20 36,9 3,24 8,8

15.2 Accuratezza: L'accuratezza dell'analisi & stata controllata mediante test di
recupero.

Recupero dai sieri suddivisi in gruppi

| campioni sono stati preparati diluendo un campione noto ad alto contenuto di
cortisolo con un pool di siero precedentemente analizzato. Ogni campione € stato
analizzato quattro volte. La percentuale di recupero € calcolata con la formula
(recupero/previsione) x 100.

Contributo Contributo Valore Valore

dal picco dal pool previsto di recupero  Percentuale (%)

(ug/dl) (ug/dL) (ug/dl) (ug/dL) di recupero
4,2 1,6 5,8 55 95

11,2 1,6 12,7 12,8 101

17,2 1,6 18,8 18,4 98

26,3 1,6 27,9 25,4 91

41,2 1,6 42,8 39,2 92

15.3 Sensibilita analitica

La sensibilita della curva di calibrazione & definita come valore singolo piu piccolo che
si distingue da zero. E stata calcolata una stima statistica della concentrazione minima
rilevabile (sensibilita) in base al metodo di D. Rodbard? per 30 ripetizioni al punto zero
della curva di calibrazione. La sensibilita calcolata & di 0,21 pg/dL.

15.4 Avidita
La costante di affinita calcolata per l'antisiero € di circa 2 x 108 litri/mola.
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15.5 Specificita analitica

| dati sulla reattivita incrociata dell'antisiero utilizzato in questo kit sono espressi come
rapporto di concentrazione di cortisolo rispetto alla concentrazione della sostanza
reagente incrociata ad inibizione del 50% di legame massimo.

Composto % di reattivita incrociata
Cortisolo 100
Prednisolone 25,5
6-Metilprednisolone 14,5
11-Desossicortisolo 9,8
17-ldrossiprogesterone 0,4
Corticosterone 0,9
Desametasone 0,049
Prednisone 3,8
Desossicorticosterone 0,14
Tetraidrocortisone 0,2
Aldosterone <0,1
3-Cortol <0,1
3-Cortolone <0,1
Cortisone 10,3
Diidrocortisone 0,43
Progesterone 0,015
Spironolattone <0,1
Tetraidrocortisolo 0,3
6-R-ldrocortisone 4,2

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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KIT DE RADIOIMUNOENSAIO DO CORTISOL GAMMACOAT™

1. USOINDICADO
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
O kit de radioimunoensaio do Cortisol GammaCoat™ ['?°|]] destina-se a ser utilizado na
determinacéo quantitativa dos niveis de cortisol (hidrocortisona, Composto F) no soro,
no plasma ou na urina.

2. RESUMO E EXPLICAGAO
O cortisol (hidrocortisona, Composto F) é o principal glucocorticoide segregado pelo
cértex adrenal. Entre os seus efeitos fisiolégicos encontram-se a actividade anti-
inflamatdria, a manutengéo da presséo sanguinea e a sintese dos hidratos de carbono
a partir da proteina.
Os glucocorticoides sdo sintetizados em resposta a hormona adrenocorticotropica
(ACTH), a qual é segregada pelo lobo anterior da glandula pituitaria. No individuo
normal, o cortisol participa num circuito de resposta negativa com a ACTH através do
eixo hipotalamo-pituitaria-cortex adrenal (eixo HPA). A ACTH pituitaria &, por sua vez,
regulada pelo factor de libertagdo de corticotropina (CRF) o qual é segregado pelo
hipotalamo. O CRF hipotalédmico responde aos niveis de cortisol e ao stress. O stress
fisico e psicoldgico, a variagédo diurna e os niveis baixos de agucar sao factores que
afectam a taxa de segregacéao do cortisol."®
O funcionamento inadequado de qualquer um dos 6rgdos do eixo HPA resultard na
alteragao dos niveis de cortisol.”® A avaliagdo da fungédo da glandula adrenal por meio
da medigao dos niveis de cortisol no plasma ou no soro ajuda no diagndstico de
estados normais e anormais. As combinagbes de medi¢des matinais e nocturnas e a
estimulacéo e supressao de testes permitem obter provas conclusivas que possibilitam
o diagnéstico de doencgas especificas relacionadas com a adrenal. O diagndstico da
doenga de Addison (insuficiéncia adrenal crénica) e da sindrome de Cushing
(produgao excessiva da adrenal) sdo dois exemplos para os quais o ensaio especifico
dos niveis de cortisol em circulagdo sera de grande utilidade na avaliacdo do
paciente.®°

3. PRINCIPIOS DO ENSAIO

O procedimento do Kit de radioimunoensaio do Cortisol GammaCoat ['#]] baseia-se
nos principios de ligagdo competitivos do radioimunoensaio." Os calibradores e
amostras desconhecidas (soro, plasma ou urina) sdo incubados com tragador de
cortisol em tubos revestidos com anticorpos, nos quais o anticorpo esta imobilizado na
parte inferior da parede interna do tubo GammaCoat. Apds a incubagéo, o contetdo
do tubo é aspirado ou decantado e o tubo é contabilizado. E preparada uma curva de
calibragem com 5 calibradores de soro entre 1-60 pg/dL. Os valores desconhecidos
sdo interpolados da curva de calibragem. O ensaio é totalmente realizado dentro do
tubo revestido. N&o s&o necessarias diluigbes de amostras, desnaturagao de proteinas
ou fases de extracgao para as amostras de soro, urina ou plasma.

Além dos ensaios de cortisol urinario ndo extraido, o procedimento do Kit de
radioimunoensaio do Cortisol GammaCoat ['%]] também pode ser utilizado para medir
o cortisol livre (ndo conjugado) urinario. O cortisol presente na urina deve comegar por
ser extraido para o cloreto de metileno. Uma aliquota do extracto é evaporada
directamente para o tubo revestido com anticorpos GammaCoat. (Testes
demonstraram que n&o ocorrem efeitos nocivos no tubo revestido a anticorpos se for
usado cloreto de metileno de boa qualidade.) Para assegurar que as amostras contém
os niveis adequados de proteinas, sdo adicionados 10 microlitros de Branco de Soro
do Cortisol (CA-2367) a cada tubo GammaCoat. O resto do procedimento de ensaio é
semelhante ao utilizado para as determinagdes de cortisol no soro, no plasma ou na
urina ndo extraida. A eficacia da extracgao de cortisol da urina pelo cloreto de metileno
deve ser monitorizada.
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4,

REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

Calibradores de Cortisol (A-F) 6 frascos/ 1 mL 6 frascos/ 1 mL
Tubos revestidos a Cortisol 2 sacos /50 ea 10 sacos / 50 ea
Tragador de Cortisol 1 frasco/ 10 mL 5 frascos/10 mL ea
Tampéo PBS 1 frasco/ 100 mL 5 frascos / 100 mL ea
Numero de testes 100 500

ARMAZENAMENTO: Todos os reagentes, incluindo o reagente tragador-tampao
permanecem estaveis até ao prazo de validade indicado no rétulo do kit, se forem
armazenados a 2-8 °C. Os tubos revestidos a anti-cortisol podem ser armazenados a
2-27 °C. Nao utilize os reagentes além do prazo de validade do kit. Ndo misture
reagentes de lotes diferentes.

41 Tracgador de Cortisol: reagente pronto a usar

Cada frasco contém cerca de 4 pCi de tragador (<1 pg/mL Cortisol) em 10 mL de
salina de tampéo fosfato, ANS (Acido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico) com 0,1% de
azida de s6dio como conservante.

4.2 Tubos revestidos a soro anti-cortisol de coelho: reagente pronto a usar
Os tubos de 12 x 75 mm encontram-se revestidos com soro anti-cortisol de coelho
(grau<1 pg/tubo) e estdo embalados num saco de plastico.

4.3 Tampao PBS: reagente pronto a usar
Cada frasco contém 100 mL de salina de tampao fosfato com 0,1% de azida de sédio
como conservante.

4.4 Calibradores do Soro de Cortisol: reagente pronto a usar

Cada frasco contém cortisol em 1 mL de soro humano processado com 0,1% de azida de
sédio como conservante. Os calibradores séo fornecidos nas seguintes concentragdes: 0,
1, 3, 10, 25 e 60 pg/dL, respectivamente. Os calibradores do Cortisol da Diasorin foram
calibrados de acordo com a Norma de Referéncia do Cortisol U.S.P. Qualquer
comparagao com outros produtos ou procedimentos deve ser efectuada com base nesta
norma de referéncia. Os calibradores do kit demonstram permutabilidade com amostras
de pacientes quando usados com reagentes e um procedimento operacional deste teste
de diagnéstico in vitro tal como recomendado.

4.5 Etiqueta Auxiliar
Para reagente tracador-tampéo

4.6 DISPONIVEL A PEDIDO:
Papel de Grafico Semi-Logaritmico
50 folhas por conjunto

5. AVISOSE PRECAU(}OES
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

Reagentes com material de fonte humana

Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usados na preparagdo deste produto foi
testado por um método aprovado pela FDA tendo sido considerado nao reactivo para a
presenga de HBsAg, anticorpos para HCV e anticorpos para HIV 1/2. Embora estes
métodos sejam bastante precisos, ndo garantem que todas as unidades infectadas
sejam detectadas. Este produto também pode conter outros materiais de origem humana
para os quais ndo ha teste aprovado. Como nenhum método de teste conhecido pode
oferecer segurancga total em relagdo a auséncia do virus da hepatite B (HBV), do virus
da hepatite C (HCV), do virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) ou de outros agentes
infecciosos, todos os produtos que contém materiais de origem humana devem ser
manuseados de acordo com boas praticas laboratoriais, usando as precaucdes
adequadas tal como descrito no Manual dos Centros Americanos para Controlo e
Prevengéo de Doengas e Institutos Nacionais de Saude, “Bioseguranga em Laboratérios
Microbiologicos e Biomédicos,” (Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories) 4 edigdo, Maio 1999 ou edigcéo actual.
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REAGENTES COM AZIDA DE SODIO
CUIDADO: Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sodio. A azida de
sodio pode reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente
explosivo. Ao eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagéo de
azida. Para mais informagdes, consulte “Descontaminagdo de drenos de pias de
laboratérios para remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestdo de Seguranga N°.
CDC-22 emitido pelos Centros de Controlo e Prevengao de Doengas, Atlanta, GA, 1976.
Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)
R20/21/22 - Nocivo pela inalagéo, em contacto com a pele e se ingerido.
R32 - O contacto com acidos liberta gas muito téxico.
S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com agua em abundancia.

REAGENTES COM I0ODO-125
Devem ser tomadas todas as precaugbes apropriadas e usadas boas praticas
laboratoriais no armazenamento, manuseio e eliminagdo deste material.
Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que nao
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagédo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo entrou em acordo para o
exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area
especificamente designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
Nao pipete material radioactivo por via oral.
N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e lavadas com detergente
alcali ou solugéo de descontaminagéo radiolégica. Qualquer vidro usado deve ser
enxaguado completamente em agua antes de lavar qualquer outro material de
vidro do laboratério.

o ooN

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepgéo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estdo sujeitos
aos regulamentos e condi¢des de sua licenga especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser
ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do
tragador. O rotulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no kit.

6. RECOLHA E PREPARAGAO DOS ESPECIMES
Amostras de Plasma
Recolha uma amostra de sangue venoso, usando métodos assépticos, para um tubo
de vidro evacuado contendo heparina ou EDTA.
Separe a fracgdo de plasma. O plasma pode ser armazenado no frigorifico durante a
noite a uma temperatura de 2-8 °C. Para armazenar durante um periodo de tempo
superior, as amostras devem ser congeladas a —-20 °C. Evite as amostras
hemolisadas, lipémicas ou ictéricas.
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Amo

stras de Soro

Apesar de as amostras de plasma serem habitualmente especificadas para os ensaios
do cortisol, os resultados comparaveis sédo obtidos utilizando as amostras de soro."

Separe a fracgdo de soro. O soro pode ser armazenado no frigorifico durante a noite a

uma

temperatura de 2-8 °C. Para armazenar durante um periodo de tempo superior,

as amostras devem ser congeladas a uma temperatura de —20 °C. Evite o uso de
amostras hemolisadas, lipémicas ou ictéricas.

Amo

stras de urina

Recolha um espécime de urina de 24 horas. Registe o volume total de urina. Adicione

10 g
aliqu
temp
7. E
71
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8

ramas de acido boérico por litro de urina como conservante e armazene uma
ota bem misturada. congelada a —20 °C. Corte as amostras congeladas a
eratura ambiente e misture-as bem antes de utilizar.
QUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

Banho de agua a temperatura constante, 37 + 2 °C.

Pipeta de precisdo (10 pL).

Pipeta semi-automatica (1.0 mL).

Contador gama.

Suporte do tubo de ensaio.

Aspirador de agua (opcional).

Misturador de vortice.

Papel absorvente com suporte de plastico (opcional).

Equipamento adicional para uso exclusivo no procedimento de extracgédo de urina:

1.

oarwN

8. P
Este

Tubos de ensaio de vidro descartaveis (12 x 75 mm) com tampas.

Cloreto de metileno (diclorometano; ACS grau de reagente analitico).

Banho de gelo.

Pipetas de preciséo (100 & 200 pL).

Exaustor ou area bem ventilada.

Meios de evaporacédo do cloreto de metileno. A evaporagédo pode ser efectuada
com uma corrente de ar seco ou de nitrogénio e um ligeiro aquecimento do
extracto até cerca de 37 °C num exaustor ou numa area bem ventilada.

ROCEDIMENTO DE EXTRACGAO DA URINA
procedimento inclui a metodologia para determinar a eficacia da extracgdo com

cloreto de metileno. As recuperagdes habituais do cortisol das amostras de urina
apresentaram uma média de 99 + 14% nos laboratérios DiaSorin.

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Coloque um volume adequado de cloreto de metileno em banho de gelo para
arrefecer. Adicione mais de 1 mL por tubo. O banho de gelo deve ter a largura
suficiente para acomodar um copo grande de cloreto de metileno e o suporte
dos tubos de ensaio em vidro para as extracgoes.

Para determinar a eficacia da extracgéo, coloque etiquetas em dois tubos de
ensaios de vidro descartaveis para que cada amostra seja ensaiada com a
identificacdo do paciente. Rotule um dos tubos com um “A” de Amostra e o
outro tubo com um “E” de Eficacia da Extracgéo.

Adicione 200 microlitros de amostra de urina com 24 horas, bem misturada,
aos tubos apropriados “A” e “E”.

Adicione apenas a cada tubo “E” 10 yL do Calibrador de Soro do Cortisol de
60 pg/dL. Misture os reagentes agitando o suporte dos tubos de ensaio ou
misturando cada um dos tubos.

Adicione 1.0 mL de cloreto de metileno arrefecido a cada tubo “A” e “E”. Agite
bem para extrair o cortisol para a camada organica. Coloque a tampa ou tape
e deixe em banho de gelo para evitar a evaporagao excessiva do cloreto de
metileno. Para conseguir pipetar o cloreto de metileno mais facilmente, é
importante que enxague a pipeta 3 a 4 vezes com cloreto de metileno FRIO
antes de o transferir para os tubos adequados.
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8.6

8.7

8.8

8.9

8.10

Enquanto aguarda pela ocorréncia da separacéo da fase, coloque rétulos em
dois tubos de Cortisol GammaCoat por cada tubo “A” e em dois tubos de
Cortisol GammaCoat por cada tubo “E”.

Apos a separagdo da fase, retire cuidadosamente 100 puL da camada inferior
(cloreto de metileno) de cada tubo e adicione aos tubos GammaCoat
devidamente etiquetados. O enxaguamento da ponta da pipeta em cloreto de
metileno antes de pipetar a amostra minimizara a filtragem da amostra extraida
da ponta da pipeta. Ao transferir a aliquota de 100 pL da solugdo de extracgédo
para o tubo revestido, ndo tente limpar a ponta da pipeta, ja que as propriedades
fisicas do cloreto de metileno provocam fugas e a ocorréncia de bolhas de ar na
ponta da pipeta.

Para facilitar a transferéncia da solugdo de extrac¢do para o tubo revestido,
segure no tubo de extracgdo e no tubo GammaCoat com a mesma méao.
Rapidamente, mas de forma cuidadosa, transfira os 100 uL de extracto para a
parte inferior do tubo GammaCoat.

Evapore o cloreto de metileno dos tubos GammaCoat com uma corrente de ar
seco ou de nitrogénio e fazendo um ligeiro aquecimento do extracto para
cerca de 37°C.

CUIDADO: Evite as concentragbes excessivas de vapores de hidratos de
carbono halogenados nas areas de trabalho. A EVAPORACAO DEVE SER
FEITA APENAS JUNTO DE UM EXAUSTOR OU DE UMA AREA BEM
VENTILADA.

Depois do cloreto de metileno estar completamente evaporado, adicione
10 pL de Branco de Soro do Cortisol de 0 pg/dL, CA-2367, a cada tubo com
amostras do paciente GammaCoat (tubos “A” e “E”), para se certificar que as
amostras contém os niveis adequados de proteinas.

Continue com o procedimento RIA, comegando pelo passo 1 do Procedimento
do Ensaio.

9. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

Reagente Tragador-Tampao:

Adicione a totalidade do contetdo de 1 frasco de tragador do cortisol a 1 frasco de
tamp&o PBS e agite ligeiramente. Um enxaguamento final do frasco do tragador do
cortisol com o reagente tragador-tampdo permitirda maximizar a transferéncia do
tracador. Preencha e cole a etiqueta auxiliar do reagente tracador-tampdo ao
recipiente para uma identificagdo adequada. O reagente tragador-tampdo deve ser
armazenado em locais escuros, ou num recipiente embrulhado em papel de aluminio,
a 2-8 °C.

O procedimento do ensaio inclui a preparacao de uma curva de calibragem a partir da
qual o conteudo de cortisol desconhecido presente na amostra sera interpolado.

9.1

9.2

9.3

Permita que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente e misture

bem sem provocar a formagéo de espuma, antes de utilizar.

Cole duas etiquetas aos tubos GammaCoat de acordo com o esquema

seguinte. Os tubos de contagem total [T1,T2] e BO [1,2] podem ser

necessarios para determinados programas de controlo de qualidade e de

reducdo de dados, mas podem ser omitidos se a curva de calibragem for

desenhada em papel de grafico semi-logaritmico.'*"®

Adicione a camada inferior dos dois tubos GammaCoat adequados:

a. 10 pL de Branco de Soro do Cortisol ou cada Calibrador de Soro do
Cortisol.

b. NO CASO DE AMOSTRAS DE SORO, PLASMA E DE URINA NAO
EXTRAIDA, adicione 10 pyL de cada amostra. Tenha o cuidado de pipetar
os calibradores e as amostras da mesma forma.'®
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c. NO CASO DE AMOSTRAS DE URINA EXTRAIDA, use os tubos
GammaCoat contendo as amostras extraidas no passo 9 do
Procedimento de Extracgéo da Urina.

Nota: E aconselhavel proceder a diluicio das amostras de plasma ou de
soro do paciente, razdo pela qual devera utilizar o Branco de Soro do
Cortisol fornecido neste kit como diluente. No caso das amostras de urina
extraida ou ndo extraida, dilua a quantidade necessaria, em agua
destilada. Para o Cortisol Livre Urinario, extraia uma aliquota de 200 uL
da amostra de urina diluida (Procedimento de Extracgéo da Urina, Passo
3). Prossiga com o ensaio de rotina. O factor de diluicdo deve ser incluido
em todos os calculos.

9.4 Adicione 1.0 mL do reagente tracador-tampdo a cada tubo. Misture
cuidadosamente cada tubo num misturador de vortex ajustado para uma
velocidade reduzida.

9.5 Incube os tubos durante 45 minutos em banho de dgua a 37 + 2 °C.

9.6 Aspire ou decante todos os tubos excepto os de Contagem Total.

A NAO REMOGCAO DA SOLUGCAO ADERENTE DE FORMA ADEQUADA
PODERA RESULTAR NUMA REPRODUGCAO DEFICIENTE E EM VALORES
FALSOS.

Se utilizar a técnica de aspiragéo, certifique-se de que a ponta plastica do
aspirador entra em contacto com o fundo do tubo revestido e de que a totalidade
do liquido é retirada.

Se utilizar a técnica de decantagao, permita que os tubos sequem numa posicao
invertida durante 3 a 5 minutos. Passe os tubos por papel absorvente para retirar
qualquer liquido que possa ter permanecido no interior, antes de colocar os
tubos direitos.

9.7 Conte todos os tubos num contador gama durante 1 minuto com a janela
devidamente ajustada para iodina-125.

9.8 Calcule os resultados. Consulte os Resultados.

10. PROCEDIMENTO SALIVAR
Este kit também possibilita a execugao de ensaios de amostras de saliva.

Estd demonstrado que ha uma boa correlagdo entre a concentragdo de cortisol na
saliva e a concentragdo de cortisol livre no plasma e no soro (estas concentracdes
representam 60% a 100% da concentragédo da fracgao livre em circulagao e 4% a 6%
da concentragao total no soro ou no plasma).

Numerosos estudos demonstraram as vantagens diagnosticas e praticas dos ensaios
de cortisol salivar, tendo confirmado a sua validade e valor clinico.

Foram tidos em consideragdo dois pontos importantes ao adaptar esta técnica aos
ensaios do cortisol salivar:

Primeiro, como o cortisol salivar representa apenas 5% do total de cortisol no plasma,
é necessario desdobrar 20 vezes a sensibilidade. Para alcangar esse nivel de
sensibilidade. a amostra de saliva foi aumentada para um volume de 200 pL.

Em segundo lugar, a saliva tem uma menor concentragdo de proteinas (geralmente
consistem em enzimas e glicoproteinas). S6 se encontram quantidades residuais de
proteinas do plasma, enquanto as proteinas que fazem a ligagdo com os
corticosterdides estdo ausentes. Para garantir que os efeitos da matriz da proteina sao
semelhantes na amostra e nos padroes, é adicionado calibrador 0 (sem cortisol) a
cada amostra de saliva (tal como nos ensaios das amostras de urina extraida).

Assim, apenas sdo necessarias ligeiras alteragbes para pipetar as amostras e os
padroes de forma a adaptar o método aos ensaios das amostras de saliva, usando
apenas reagentes ja fornecidos neste kit.
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Percem ol 1ol coenis bound

10.1 Recolha e preparagao de amostras de saliva

A saliva deve ser recolhida 10 minutos apds os pacientes lavarem a boca com agua da
torneira. A produgédo de saliva ndo deve ser estimulada e devera explicar ao paciente a
diferenga entre a saliva e o muco. E possivel recolher um volume suficiente de 1 mL
de saliva em alguns minutos, mesmo em criangas.

As amostras devem ser armazenadas congeladas a —20 °C. Antes do ensaio, devem
ser descongeladas e centrifugadas; o sobrenadante claro é depois extraido para o
ensaio.

10.2 Procedimento Salivar

Por cada amostra de saliva, pipete 10 yL de calibrador O em pares para os tubos
etiquetados; adicione 200 yL da amostra e 1 mL do tragador.

Para o intervalo normal, pipete 10 uL de calibrador 0 ou do padrao em pares para os
tubos etiquetados; adicione 200 uL de tampéo PBS, mais 1 mL de tragador.

Agite suavemente cada tubo. Incube durante 45 min. em banho de agua a 37 °C.
Bombeie ou decante o contetdo dos tubos e mega a radioactividade ligada as paredes
laterais do tubo durante 1 minuto.

Curva padrao

Cartisel congenrtion (ugidL)

] 0.0 025 05 125 3 o X 60 O intervalo padréo real para o
e T cortisol salivar & de 0,10 — 0,25
E - 0,50 — 1,25 e 3,0 pg/dL. As
curvas padrdo para as duas
técnicas de ensaio (soro e
saliva) abrangidas por este kit
estdo ilustradas no grafico a
esquerda.

.

Apesar do volume de
incubagdo ser ligeiramente
superior no ensaio salivar em
relacdo ao ensaio do soro
(1,210 pL em
L L L 1 L L vez de 1,010 pL), essa
i 3 ] 30 00 30 10 situagao nao provoca
Coetisol concsaaration (nimeb/L) qualquer efeito na capacidade

de ligacdo do marcador dentro

Figure 3 do intervalo da curva padréo.

Standard curves for assay of comisol in serum or plasma (#)

[
=4
L

and in saliva (0] with the GammaCoat™ [*1] RIA kit

Nota: Esta curva foi obtida durante um estudo conduzido em 1984 com um intervalo
padrdo de 0, 2,0, 5,0, 10, 25 e 60 pg/dL. O intervalo padrao foi, desde essa altura,
modificado. Consulte o novo intervalo para os célculos de cortisol salivar, tendo em
consideragao uma relagao de 1:20.
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Valores normais

Tabela 1
Niveis matinais normais de cortisol na saliva e no soro (ug/dL)
Saliva Soro
Grupo d*e n Média | Intervalo n Média Intervalo
estudo
Adultos | 450 | 043 |018-101| 103 65 | 45-21,1
normais
Criangas
(4—11anos | 105 0,40 |0,14-0,91 - - -
de idade)
Mulheres
gravidas 84 0,47 0,33 - 0,91 84 15,7 12,9-39,9
(3 _trimestre)

* Residentes no Reino Unido

11. CONTROLO DE QUALIDADE
Cada laboratério deve utilizar controlos em diversos niveis para monitorizar o
desempenho do ensaio. Os controlos devem ser tratados como espécimes
desconhecidos. Devem ser mantidas tabelas de controlo da qualidade para
acompanhar o desempenho dos controlos. Devem-se usar métodos estatisticos
adequados para avaliar as tendéncias. Os limites aceitaveis de desempenho devem
ser verificados para cada laboratério individual.

12. CALCULO DE RESULTADOS

As amostras de soro, plasma e urina desconhecidas podem ser ensaiadas em

simultaneo, sendo todas interpoladas a partir de uma curva de calibragem gerada com

os Calibradores de Soro do Cortisol. Tanto as amostras de cortisol urinario ndo
extraido (UC) como as amostras de cortisol livre urinario extraido (UFC) sdo depois
convertidas em “pg/24 horas” utilizando a férmula adequada.

12.1 Registe as contagens por minuto (CPM) ligadas a cada tubo.

12.2 Desenhe a ligagdo CPM para os calibradores do cortisol (eixo vertical) em
relagdo a concentragé@o do cortisol (eixo horizontal) em papel de grafico semi-
logaritmico.

12.3 Desenhe a curva que melhor se adequar. Para ver os graficos e os dados
habituais, consulte a TABELA Il e a FIGURA 1.

12.4 Localize a ligacdo da CPM de cada tubo correspondente a cada uma das
amostras (controlo, soro, plasma, urina extraida e nao extraida) no eixo vertical
e siga uma linha horizontal que cruze a curva do calibrador. No ponto de
cruzamento, leia a concentragao de (ug/dL) no eixo horizontal.
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12.5 Cortisol Urinario Nao Extraido
Para converter o cortisol urinario (UC) de amostras de urina ndo extraida de pg/dL
para ug de cortisol por cada 24 horas, use a equagao seguinte:

_ SxV
UC=" oo
sendo que:
S = concentragdo da amostra de urina ndo extraida em pg/dL
\% = volume total de urina em mL/24 horas
100 = factor de conversdo

12.6 CORTISOL LIVRE URINARIO EXTRAIDO
Para converter o cortisol livre urinario (UFC) das amostras de urina extraidas de pg/dL
para ug de cortisol por cada 24 horas, use a equagao seguinte

_ SxV
UFC= 333 (Es)
sendo que:
S =  concentragdo da amostra de urina extraida em pg/dL
E = concentragdo do tubo de eficacia para a amostra correspondente em pg/dL
\% = volume total de urina em mL/24 horas
33,3 = diluigdo combinada e factor de eficacia da extracgao
Exemplo:
E = 13,50 pg/dL
S = 7,85 ug/dL
\% = 1150 mL/24 horas
UFC = (7,85) (1150) = 48 g cortisol/24 horas

33,3 (13,50-7,85)

Para os laboratérios que pretendam monitorizar a eficacia do procedimento de
extracgéo de urina (EE), é possivel utilizar a formula seguinte para calcular a eficacia
como percentagem.

_ E-S
EE = 60 x 100
sendo que:
S = Concentragdo da amostra de urina extraida em pg/dL
E = Concentragéo do tubo de eficacia para a amostra correspondente em pg/dL
6,0 = Diferenga aguardada entre as concentragdes dos tubos “E” e “A” em pg/dL
100 = Factor de converséo

12.7 Unidades S.I.

Utilizando um peso molecular de 362.5 daltons, os calibradores do soro, os controlos e
os valores do paciente (soro e plasma) podem ser convertidos de microgramas por
decilitro (ug/dL) em nanomoles por litro (nmol/L) de unidades S.I. multiplicando por
27,59 (Consulte a TABELA |l para obter os valores dos calibradores do cortisol
indicados em ambas as unidades). De igual modo, os controlos de urina extraida e
ndo extraida e os valores dos pacientes podem ser convertidos de microgramas por
24 horas (ug/24 hr) para nanomoles por 24 horas (nmol/24 hr) de unidades S.I.
multiplicando por 2,76.
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TABELAII
Concentragéo de calibradores

Cat. N°. Nivel do Calibrador Unidades S.I.
CA-2367 0 pg/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 pg/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
TABELAIII
Registo dos Dados
Nao utilize para calcular espécimes desconhecidos
Concentragéo
Tubo Ligagcéo de Cortisol
Ne°. Conteudo dos Tubos a CPM (pg/dL)
T1  Contagens totais (Tragador-Tamp&o) 44516
T2  Contagens totais (Tragador-Tampao) 43651
1 Branco de Soro do Cortisol, By 0 pg/dL 22311
2 Branco de Soro do Cortisol, B 0 pg/dL 22771 0
3  Calibrador de Soro do Cortisol 1 pg/dL 19216
4 Calibrador de Soro do Cortisol 1 pg/dL 19243 1
5  Calibrador de Soro do Cortisol 3 pg/dL 15331
6  Calibrador de Soro do Cortisol 3 pg/dL 15731 3
7  Calibrador de Soro do Cortisol 10 pg/dL 10660
8  Calibrador de Soro do Cortisol 10 pg/dL 10294 10
9  Calibrador de Soro do Cortisol 25 pg/dL 6862
10  Calibrador de Soro do Cortisol 25 pg/dL 6657 25
11 Calibrador de Soro do Cortisol 60 pg/dL 4186
12 Calibrador de Soro do Cortisol 60 pg/dL 4224 60
13 Amostra “A” Paciente 18470 1,3
14 Amostra “A” Paciente 18992 1,1
Av: 1,2
15  Amostra “B” Paciente 10377 10,1
16 Amostra “B” Paciente 10608 9,6
Av: 9,9
17  Amostra “C” Paciente 6316 28,8
18  Amostra “C” Paciente 6318 28,8
Av: 28,8
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Resultados Tipicos
Nao utilize para calcular espécimes desconhecidos

19,100 _ Patienty"A"
s Patient "B"
3 11,600 N
Patient&
4,100 |
1 3 10 25 60
Concentragdo de Cortisol pg/dL
FIGURA 1

13. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

13.1 Processuais

O reagente tragador-tampao deve estar protegido da luz. Os tubos revestidos estao
prontos para serem usados tal como recebidos, devendo ser armazenados a uma
temperatura de 2-27 °C. A protecgdo de plastico deve estar bem fechada sempre que
armazenar os tubos néo utilizados para evitar a formagéo de condensacéo.

As condigbes de incubagdo devem ser verificadas regularmente. A temperatura do
banho de agua deve estar constante a 37 + 2 °C e o nivel de agua deve ser mantido
acima do nivel das solugdes nos tubos sem permitir que estes flutuem.

O utilizador deve ter em consideracdo que os resultados incorrectos podem ser
provocados por um armazenamento inadequado e por um manuseamento inapropriado
das amostras. Evite a utilizagdo de amostras hemolisadas, lipémicas ou ictéricas.

A incapacidade de obter valores adequados de cortisol nos controlos podera indiciar
manipulagdes imprecisas, um manuseamento impréprio ou a deterioragdo dos
reagentes. Os controlos devem ser incluidos em todos os ensaios. E necessario
estabelecer uma curva de calibragem para cada ensaio.

O Kit do Cortisol GammaCoat ndo deve ser usado para qualificar os niveis de cortisol
em amostras de pacientes tratados com prednisolona. Consulte as Limitagdes
Interpretativas.

13.2 Interpretativas

Os niveis normais do cortisol séo geralmente mais elevados entre as 5 da manha e as
10 da manha e mais reduzidos entre as 8 da noite e as 4 da manha.*5 Os niveis da manha
sao normalmente 1/2 a 1/3 dos niveis matinais. Foi descrito um aumento subito ao meio-
dia nos niveis de cortisol nas mulheres, coincidente com a ingestdo de alimentos e
atenuado de forma acentuada pela privagéo de alimentos."” A variagédo diurna, os testes
de supressdo e de estimulagdo e os diversos tipos de situagdes de stress afectam
normalmente os niveis do cortisol. Por exemplo, a estimulagio ACTH produz
habitualmente valores duas a trés vezes acima do nivel de referéncia matinal.”®
A supresséo da metirapona e da dexametasona produz habitualmente amostras matinais
com valores inferiores a 5 pg/dL."® Os estrogénios, tal como os contraceptivos, podem
provocar niveis elevados de cortisol em resultado de concentragdes alteradas de
proteinas do plasma e do soro. Assim, os valores do cortisol de cada paciente séo
normalmente avaliados em relagéo ao seu nivel de cortisol matinal.
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Os ensaios de cortisol de amostras provenientes de pacientes submetidos a
tratamentos com prednisolona sdo contra-indicados devido a elevada reactividade
cruzada do anticorpo de cortisol presente neste kit com a prednisolona e a 6-
metilprednisolona. A reactividade cruzada elevada pode produzir niveis de cortisol
aparentemente elevados.

As determinagbes relativas ao cortisol geradas pelo protocolo urinario directo
resultardo em valores clinicamente validos quando comparados com o intervalo normal
relatado do cortisol urinario ndo extraido. Como se sabe que as substancias nao
identificadas presentes na urina podem interferir com os imunoensaios do cortisol livre,
os valores obtidos com a utilizagdo de protocolos urinarios directos serdo superiores
aos obtidos com amostras de urina que tenham sido purificadas por meio de técnicas
tais como a cromatografia liquida de alta pressao.®%

14. VALORES ESPERADOS

14.1 Niveis de Plasma ou Soro

Manhas:

7-25 pg/dL ou 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Noites:

2-9 pg/dL ou 20-90 ng/mL

[55-248 nmol/L]

Estes intervalos podem ser utilizados como referéncia até que cada laboratério tenha
estabelecido os seus proprios intervalos normais.

14.2 Cortisol Urinario Nao Extraido

O intervalo normal para o cortisol urinario (UC) de amostras de urina ndo extraidas é
de 75-270 pg por cada 24 horas [207-745 nmol/24 hr]. As recolhas inadequadas de
amostras de urina poderdo resultar numa avaliagdo incorrecta do paciente.
Recomenda-se a determinagéo da creatinina como meio de identificagdo das recolhas
de urina excessivamente inadequadas.?!

14.3 Cortisol Livre Urinario Extraido

O intervalo normal do cortisol livre urinario € de 20-90 ug de cortisol por cada 24 horas
[55-248 nmol/24 hr]. A recolha inadequada de amostras de urina podera resultar numa
avaliagdo incorrecta do paciente. Recomenda-se a determinagéo da creatinina como
meio de identificagdo das recolhas de urina excessivamente inadequadas.?'

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

15.1 Precisido

A precisao intra-ensaio foi determinada a partir da média de 20 ensaios simultaneos
por amostra de soro. A precisdo inter-ensaio foi determinada a partir da média de
duplicados para 20 ensaios individuais.

Amostra Desvio Coeficiente
de preciséo Numero de Média padrao de Variagéao
do intra-ensaio ensaios (pg/dL) (pgrdL) (%)
Conjunto de Soro A 20 2,9 0,19 6,6
Conjunto de Soro B 20 12,1 0,93 7,7
Conjunto de Soro C 20 47,1 3,18 6,8
Amostra de Numero de Desvio Coeficiente
Precisao Ensaios Média padréo de variagédo
do inter-ensaio individuais (ug/dL) (ng/dL) (%)
Conjunto de Soro D 20 3,7 0,33 9,0
Conjunto de Soro E 20 12,1 1,19 9,8
Conjunto de Soro F 20 36,9 3,24 8,8
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15.2 Precisdo: A precisdo deste ensaio foi verificada através do teste de
recuperagao.

Recuperacgéao a partir de Soros Combinados

As amostras enriquecidas foram preparadas através da diluicdo de uma amostra de
cortisol elevada conhecida com um conjunto de soro analisado anteriormente. Cada
amostra enriquecida foi ensaiada em quadruplicado. A percentagem de recuperacéo é
calculada como (recuperada/aguardada) x 100.

Contribuigao Contribuigdo Valor Valor
da Enriquecida do Conjunto  aguardado recuperado Percentagem (%)
(pg/dL) (pg/dL) (ug/dL) (pg/dL) de recuperagéo
4,2 1, 5,8 5,5 95

11,2 1,6 12,7 12,8 101

17,2 1,6 18,8 18,4 98

26,3 1,6 27,9 254 91

41,2 1,6 42,8 39,2 92

15.3 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade da curva de calibragem ¢é definida como o valor simples mais pequeno
passivel de ser distinguido de zero. Uma estimativa estatistica da concentragao
minima detectavel (sensibilidade) foi calculada de acordo com o método de D.
Rodbard?? para 30 réplicas no ponto zero da curva de calibragem. A sensibilidade
calculada é de 0.21 pg/dL.

15.4 Grau de afinidade
A afinidade calculada constante no anti-soro do cortisol € de aproximadamente
2 x 108 litros/mole.

15.5 Especificidade Analitica

Os dados sobre a a reactividade cruzada do anti-soro usado neste kit sdo expressos
como a relagdo da concentragdo de cortisol para a concentragdo de substancia de
reacgao cruzada a uma inibicdo de 50% da ligagdo maxima.

Composto % Reactividade Cruzada
Cortisol 100
Prednisolona 25,5
6-Metilprednisolona 14,5
11-Desoxicortisol 9,8
17-Hidroxiprogesterona 0,4
Corticosterona 0,9
Dexametasona 0,049
Prednisona 3,8
Desoxicorticosterona 0,14
Tetrahidrocortisona 0,2
Aldosterona <0,1
3-Cortol <0,1
3-Cortolona <0,1
Cortisona 10,3
Dihidrocortisona 0,43
Progesterona 0,015
Spironolactona <0,1
Tetrahidrocortisol 0,3
6-R-Hidrocortisona 4,2

CONSULTE A UTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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GAMMACOAT™ CORTISOL RIA KIT

1. AVSEDD ANVANDNING
FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
GammaCoat™ ['?]] Cortisol Radioimmunoassay Kit ar avsett for kvantitativ bestdmning
av halten kortisol (hydrokortison, substans F) i serum, plasma eller urin.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING
Kortisol (hydrokortison, substans F) &r den viktigaste glukokortikoiden och utséndras
av binjurebarken. Bland dess fysiologiska effekter kan namnas antiinflammatorisk
aktivitet, uppratthallande av blodtrycket och syntes av kolhydrat fran protein.
Glukokortikoider syntetiseras som svar pa adrenokortikotropt hormon (ACTH) som
utséndras av hypofysens framlob. Hos friska personer deltar kortisol i en slinga med
negativ aterkoppling med ACTH via hypotalamus-hypofys-binjure-axeln (HPA-axeln).
Hypofysens ACTH regleras i sin tur av kortikotropinfrisdttande faktor (CRF) som
utsdndras av hypotalamus. Sekretionen av CRF fran hypotalamus reagerar pa
kortisonnivaerna och pa stress. Kortisolsekretionen paverkas av fysisk och psykologisk
stress, dygnscykeln och laga blodsockervarden.'®
En rubbning i nagot av organen i HPA-axeln leder till en stérning av kortisolnivaerna.”#
En utvardering av binjurefunktionen genom matning av kortisolnivaerna i plasma eller
serum underlattar vid diagnos av normala och patologiska tillstdand. Genom att
kombinera matningar gjorda pa morgonen eller kvallen med stimuleringstest eller
hamningstest kan man fa starka indikationer for diagnostik av specifika
binjurerelaterade sjukdomar. Diagnoserna Addisons sjukdom (kronisk
binjureinsufficiens) och Cushings syndrom (Gverproduktion fran binjuren) ar tva
exempel dar den specifika assayen for kortisolnivaerna i blod ar av stort varde vid
beddmning av patienten.®©

3. ANALYSPRINCIP

Testmetoden fér GammaCoat ['°l] Cortisol Radioimmunoassay Kit ar baserad pa
principen med kompetitiv bindning i en radioimmunoassay.!" Kalibreringsldsningar och
okdnda prov (serum, plasma eller urin) inkuberas med kortisol-sparamne i
antikroppsbelagda ror, dar antikropparna har immobiliserats pa den nedre delen av
innervaggen i GammacCoat-réren. Efter inkubation sugs innehallet i réren bort eller
dekanteras och rdren raknas i gammaraknare. En kalibreringskurva tas fram med hjalp
av 5 serumkalibreringslésningar med en halt pad 1-60 pg/dL. De okanda vardena
avlases i den interpolerade kalibreringskurvan. Hela assayen utfors i det belagda réret.
Det behdvs inga separata steg med provspadning, proteindenaturering eller extraktion
vare sig for serum-, urin- eller plasmaprov.

Utdver for kortisolassayer pa oextraherad urin kan GammaCoat ['%I] Cortisol RIA Kit
aven anvandas for att mata fritt (okonjugerat) kortisol i urin. Kortisolet i urinen maste
forst extraheras 6ver i metylenklorid. En portion av extraktet far indunsta direkt i det
antikroppsbelagda GammaCoat-roret. (Forsok har visat att detta inte har nagon negativ
effekt pa det antikroppsbelagda réret om man anvander metylenklorid av god kvalitet.)
For att sakerstdlla att proverna innehaller lampliga proteinnivaer tillsatts
10 mikroliter Cortisol Serum Blank (CA-2367) till varje GammaCoat-ror. Darefter utfors
assayen pa samma satt som med serum, plasma eller oextraherad urin.
Extraktionsgraden for kortisol vid extraktionen fran urin med metylenklorid maste
kontrolleras regelbundet.

4. REAGENS | FORPACKNINGEN

Kalibreringslésningar for 6 flaskor a 1 mL 6 flaskor a 1 mL
kortisol (A-F)

Belagda ror for kortisol 2 pasar a 50 rér 10 pasar a 50 ror
Sparamne for kortisol 1 flaska a 10 mL 5 flaskor a 10 mL ror
PBS-buffert 1 flaska a 100 mL 5 flaskor a 100 mL rér
Antal test 100 500
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FORVARING: Alla reagens inklusive det beredda sparamnesreagenset &r stabila till
det utgdngsdatum som anges pa etiketten om de forvaras vid 2-8°C.
De antikortisolbelagda réren kan forvaras vid 2-27°C. Reagensen far ej anvandas efter
satsens utgangsdatum. Reagens fran skilda batcher far ej blandas.

4.1 Sparamne for kortisol: reagens fardigt fér anvandning
Varje flaska innehaller ungefar 4 uCi sparamne (<1 pg/mL kortisol) i 10 mL PBS med
ANS (8-anilino-1-naftalensulfonsyra) och 0,1 % natriumazid som konserveringsmedel.

4.2 ROor belagda med antikortisolserum fran kanin: reagens fardigt fér anvandning
12 x 75 mm-réren ar belagda med antikortisolserum fran kanin (titer<1 pg/rér) och
forpackade i en plastpase.

4.3 PBS-buffert: reagens fardigt for anvandning
Varje flaska innehaller 100 mL fosfatbuffrad koksaltldsning med 0,1 % natriumazid som
konserveringsmedel.

4.4 Kalibreringslosningar med kortisolhaltigt serum: reagens fardiga fér anvandning
Varje flaska innehaller kortisol i 1 mL behandlat humant serum med 0,1 % natriumazid
som konserveringsmedel. Det finns kalibreringslésningar med féljande halter: 0, 1, 3, 10,
25 respektive 60 pg/dL. DiaSorin kalibreringslésningar for kortisol har kalibrerats mot
referensstandarden enligt U.S.P. Alla jamforelser med andra produkter eller metoder skall
ske med denna referensstandard som utgangspunkt. Kalibreringslésningarna i satsen kan
betraktas som likvardiga med patientprover, nar de anvdnds med de reagens och
metodanvisningar om rekommenderas for detta diagnostiska in vitro-test.

4.5 Extra etikett
For berett sparamnesreagens

4.6 KAN BESTALLAS SEPARAT:
Lin-log-papper
block om 50 ark

5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
Ej avsett for vare sig invartes eller utvartes bruk pa manniskor eller djur.
Reagens som innehaller material av humant ursprung
Behandlas som potentiellt smittfarligt.

Varje enhet serum/plasma fran blodgivare som har anvants vid framstalining av denna
produkt har testats med en metod godkand av det amerikanska lakemedelsverket FDA
och befunnits negativ med avseende pa HBsAg, antikroppar mot HCV och antikroppar
mot HIV 1/2. Aven om dessa metoder ar mycket tillférlitliga, utgér de ingen garanti fér
att samtliga infekterade enheter upptécks. Produkten kan aven innehalla annat material
av humant ursprung for vilket det inte finns nagot godkant test. Eftersom ingen kand
testmetod kan ge en fullstdndig garanti for att det inte férekommer hepatit-B-virus
(HBV), hepatit-C-virus (HCV), humant immunbristvirus (HIV) eller andra infektiésa
agens, skall alla produkter som innehaller material av humant ursprung hanteras i
enlighet med god laboratoriepraxis och med lampliga forsiktighetsatgarder (se
handboken "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories" fran U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health, 4:e upplagan,
maj 1999, eller aktuell upplaga).

REAGENS SOM INNEHALLER NATRIUMAZID

FORSIKTIGT! Vissa reagens i satsen innehaller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly och koppar i avloppsledningarna och bilda hdégexplosiva metallazider. Nar
reagensen kasseras maste man spola efter med stora mangder vatten for att férhindra
att azid ackumuleras. For ytterligare information hanvisar vi till avsnittet
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts" i handboken
Safety Management No. CDC-22 utgiven av Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, USA, 1976.
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Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

R20/21/22 - Farligt vid inandning, hudkontakt och fortaring.

R32 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

S28 - Vid kontakt med huden tvatta genast med mycket vatten.

REAGENS SOM INNEHALLER JOD-125
Adekvata forsiktighetsatgarder maste vidtas och god laboratoriepraxis foljas vid
forvaring, hantering och kassering av detta material.

For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en allman licens:

Detta radioaktiva material far endast tas emot, forvarvas, &gas och anvandas av
lakare, veterindrer med praktik inom veterindrmedicin, kliniska laboratorier eller
sjukhus, och far endast anvandas for kliniska tester in vitro eller laboratorietester in
vitro, vilka ej innebar nagon invartes eller utvartes administrering av materialet, eller av
stralning fran det, till manniskor eller djur. For mottagande, forvarv, innehav,
anvandning och overlatelse galler de regler och den allmanna licens som utfardats av
den amerikanska Nuclear Regulatory Commission eller av den stat med vilken
kommissionen har ingatt ett avtal for utévande av regulatorisk myndighet.

1. Radioaktivt material far endast férvaras pa en speciellt avsedd plats.
Endast auktoriserad personal far ha tillgang till radioaktivt material.
Pipettera aldrig radioaktivt material med munnen.

Undvik att ata eller dricka i lokaler dar radioaktivt material anvands.

Ytor dar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett alkaliskt
rengdringsmedel eller radiologisk dekontamineringslésning. Alla glasvaror som
anvands maste skodljas noga med vatten innan de diskas tillsammans med andra
glasvaror for laboratoriebruk.

For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en specifik licens:

Nar ni tar emot, anvander, 6verlater och kasserar radioaktivt material galler reglerna
och villkoren i er specifika licens.

VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka cancer.

OBSERVERA! Den radioaktivitet som anges pa bipacksedeln kan skilja sig nagot fran
den aktivitet som anges pa etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet.
Etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet anger den verkliga
radioaktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den teoretiska
radioaktiviteten for satsen.

6. PROVTAGNING OCH PROVHANTERING
Plasmaprover
Tag venprov med aseptisk teknik i ett rér av vacutainertyp med heparin eller EDTA.
Separera fram plasmafraktionen. Plasman kan forvaras 6ver natt i kylskap vid 2-8°C.
Vid langre férvaring maste proverna hallas frysta vid -20°C. Hemolyserade, lipemiska
eller ikteriska prov bor ej anvandas.

L ol o

Serumprover
Aven om man vanligen rekommenderar plasmaprover for kortisolassayer, erhalls
jamforbara resultat med serumprover. ™

Separera fram serumfraktionen. Serumet kan férvaras Over natt i kylskap vid 2-8°C. Vid
langre forvaring maste proverna hallas frysta vid -20°C. Hemolyserade, lipemiska eller
ikteriska prov bor ej anvandas.

Urinprov

Samla 24-timmarsurin. Anteckna total urinvolym. Tillsatt 10 gram borsyra per liter urin
som konserveringsmedel och spara en val blandad portion i frys vid -20°C. Tina frysta
prover vid rumstemperatur och blanda dem val innan de testas.
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7. E
71
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8

J TILLHANDAHALLEN MEN NODVANDIG UTRUSTNING OCH MATERIEL
Vattenbad med en konstant temperatur pa 37+ 2°C.
Precisionspipett (10 pL).
Halvautomatisk pipett (1,0 mL).
Gammaraknare.
Provrorsstall.
Vattensug (ej obligatoriskt).
Vortex-blandare.
Absorberande papper med plastad baksida (ej obligatoriskt).

Ytterligare utrustning som endast behdvs vid testning av extraherade urinprover:

1.

oo pwN

Provrér av glas (12 x 75 mm) och proppar av engangstyp.

Metylenklorid (diklormetan; av analytisk kvalitet enligt ACS).

Isbad.

Precisionspipetter (100 & 200 uL).

Dragskap eller val ventilerad plats.

Utrustning for indunstning av metylenklorid. Detta kan ordnas genom en strom av
torr luft eller kvdvgas med en latt varmning av extraktet till cirka 37°C i dragskap
eller pa val ventilerad plats.

8. PROCEDUR FOR EXTRAKTION AV URINPROVER
| denna procedur beskrivs dven metodiken for att bestdmma extraktionsgraden vid
metylenkloridextraktionen. | DiaSorins laboratorier lag medelvardet for typiska
extraktionsgrader for kortisol fran urinprover pa 99 + 14%.

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

Placera en tillracklig méangd metylenklorid i ett isbad for kylning. Rakna med
drygt 1 mL per ror. Isbadet maste vara tillrackligt stort for att rymma en bagare
med metylenklorid och stéllet med extraktionsprovror.

For att faststalla extraktionsgraden marker man for varje prov som skall testas
tva engangsprovror av glas med patientens ID. Mark det ena réret med "P" for
prov och det andra med "E" for extraktionsgrad.

Tillsatt 200 mikroliter av ett valblandat 24 timmars urinprov till respektive "P"-
och "E"-ror.

Enbart till "E"-roret tillsatts 10 yL av kortisolkalibreringslésningen med halten
60 pg/dL. Blanda reagensen genom att skaka provrorsstéllet eller varje ror.

Tillsatt 1,0 mL kyld metylenklorid till varje "P"- och "E"-rér. Vortexa roret val sa
att kortisolet extraheras till den organiska fasen. Satt i propp eller tack over
réren och placera i isbad for att undvika alltfér stor avdunstning av
metylenklorid. For att underlatta pipettering av metylenklorid ar det viktigt att
man skoljer pipetten 3-4 ganger med KALL metylenklorid innan man pipetterar
till de olika roren.

Medan man vantar pa att faserna skall separera marker man upp tva
GammaCoat Cortisol-ror for varje "P"-ror och tva GammaCoat Cortisol-ror for
varje "E"-ror.

Nar faserna har separerat pipetterar man forsiktigt upp 100 pL fran den undre
fasen (metylenkloridfasen) | varje ror och tillsatter till de korrekt markta
GammaCoat-roéren. Skélj pipettspetsen | kall metylenklorid innan proverna
pipetteras for att minimera lackage av provextrakt fran pipettspetsen. Nar man
overfér 100 pL-portionen med extrakt till det belagda roret, ar det viktigt att
man inte forsoker torka av pipettspetsen, eftersom metylenkloridens fysikaliska
egenskaper gor att den lacker ut och skapar luftbubblor.

Det gar lattare att féra Gver extraktldsningen till det belagda réret om man
haller extraktionsréret och GammaCoat-réret | samma hand. Overfér snabbt
men omsorgsfullt 100 pL-portionen med extrakt till GammaCoat-rorets botten.
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8.8

8.9

Indunsta metylenkloriden | GammaCoat-réren med hjalp av en strém av torr
luft eller kvavgas och en latt uppvarmning av extraktet till cirka 37°C.

FORSIKTIGT! Se till att det inte uppstar hdga halter av angor fran
halogenerade kolvaten pa arbetsplatsen. INDUNSTNINGEN FAR ENDAST
UTFORAS | DRAGSKAP ELLER PA EN VAL VENTILERAD PLATS.

Nar metylenkloriden ar helt indunstad tillsatter man 10 yL av kortisolblanken
med 0 pg/dL, CA-2367, till varje GammaCoat-ror for patientprover ("P"- och
"E"-ror), sa att proteinnivaerna i proverna blir korrekta.

8.10 Ga nu vidare med RIA-proceduren fran och med steg 1 under Testprodcedur.

9. TESTPROCEDUR

Beredning av spardmnesreagens:

Tillsatt hela innehallet i 1 flaska kortisolsparamne till 1 flaska PBS-buffert och blanda
forsiktigt.

Skolj ur flaskan med kortisolsparamne med sparamnesreagens for att fa over sa
mycket sparamne som mdjligt. Fyll i den extra etiketten for berett sparamnesreagens
och satt fast pa flaskan sa att den sakert kan identifieras pa ratt satt. Det beredda
sparamnesreagenset maste forvaras morkt eller i en folieomlindad flaska vid 2-8°C.

| testproceduren ingar framtagning av en kalibreringskurva i vilken man avlaser
kortisolhalten i det ok&nda provet genom interpolering.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

Lat alla reagens anta rumstemperatur och blanda om dem noggrant utan att
det bildas skum, innan de anvands.

Mark upp GammaCoat-ror for dubbelprov enligt féljande schema. Rér for total
aktivitet [T1,T2] och BO [1,2] kan kravas for vissa regressions- och
kvalitetskontrollfrogram, men kan utelamnas om kalibreringskurvan plottas pa
lin-log-papper.'*"®

Tillsatt pa botten av respektive GammaCoat-ror:

a. 10 pL kortisolserumblank eller serumkalibreringslésning.

b. FOR SERUM, PLASMA OCH OEXTRAHERADE URINPROVER tillsatter
man 10 pL av respektive prov. Var noga med att pipettera
kalibreringslésningar och prover pa samma satt.'

c. FOR EXTRAHERADE URINPROVER anvénder man GammaCoat-réren
med de extraherade proverna fran steg 9 i urinextraktionsproceduren.
OBS! Det ar 6nskvart att serum- och plasmaprover fran patienter spades;
anvand den medféljande serumblanken som spadningsbuffert. Bade
oextraherade och extraherade urinprover spades vid behov med
destillerat vatten. For fritt kortisol i urin extraheras en 200 pL portion av
det spadda urinprovet (urinextraktionsprovet, steg 3). Ga sedan vidare
med rutinassayen. Spadningsfaktorn maste tas med i berdkningarna av
halten.

Tillsatt 1,0 mL berett sparamnesreagens till varje ror. Blanda forsiktigt om varje

rér pa en vortexblandare pa lag hastighet.

Inkubera réren i vattenbad vid 37+ 2°C i 45 minuter.
Sug bort eller dekantera vatskan i alla rér utom total aktivitet.

OM INTE LOS"NING SOM HAFTAR VID RORVAGGARNA AVLAGSNAS PA
KORREKT SATT KAN MAN FA DALIG REPRODUCERBARHET OCH
FELAKTIGA VARDEN.

Om man valjer att suga bort vatskan maste man se till att plastspetsen pa
sugen vidror botten pa det belagda roret och att all vatska sugs bort.

Om man véljer att dekantera skall man lata réren std upp och ned och droppa
av i 3-5 minuter. Knacka réren mot absorberande papper for att fa bort all
vidhaftande vatska och vand dem sedan ratt igen.

Rakna alla rér 1 minut i en gammaradknare med fonstret korrekt installt for
jod-125.

Berakna resultaten. Se avsnittet Resultat.
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10. PROCEDUR FOR SALIV
Satsen kan dven anvandas for att testa salivprov.

Man har visat att det foreligger en god korrelation mellan kortisolhalten i saliv och
halten fritt kortisol i plasma och serum (salivhalten utgér 60-100 % av halten for den fria
fraktionen i cirkulationen och 4-6 % av den totala halten i serum eller plasma).

Ett stort antal studier har pavisat de praktiska och diagnostiska fordelarna med
salivkortisoltester och bekraftat deras giltighet och kliniska varde.

Nar vi anpassade satsen till salivkortisoltestning tog vi hansyn till tva viktiga punkter:

For det forsta utgdr salivkortisolhalten bara 5 % av plasmakortisolvérdet, och det kravs
darfor en 20-faldig hojning av kansligheten. For att na denna kanslighetsniva dkades
salivprovets volym till 200 pL.

For det andra ar proteinhalten i saliven lagre, och proteinerna utgérs framst av enzymer
och glykoproteiner. Det forekommer endast sparmangder av plasmaproteiner, och
kortikosteroidbindande proteider saknas helt. For att garantera att effekterna av
proteinmiljon ar likartade i prov och standarder tillsatts 0-kalibrator (utan kortisol) till
varje salivprov (som vid test pa extraherade urinprov).

Saledes kravs endast mindre modifieringar vid pipettering av prov och standarder for
att anpassa metoden till testning av salivprover, och endast de reagens som redan
ingar i satsen anvands.

10.1 Provtagning och forberedelse av salivprover

Salivprovet maste tas 10 minuter efter det att patienten skoljt munnen med kranvatten.
Salivproduktionen skall inte stimuleras och man maste papeka skillnaden mellan saliv
och slem for patienten. Den ndédvandiga volymen 1 mL kan samlas in pa nagra
minuter, aven hos barn.

Proverna forvaras i frys vid -20°C. Fore testning maste de tinas och centrifugeras; den
klara supernatanten tas sedan tillvara for testning.

10.2 Procedur for saliv

Pipettera for varje salivprov 10 uL 0-kalibrator till uppmarkta ror for dubbelprov; tillsatt
200 pL prov och 1 mL sparéamne.

For standardkurvan pipetterar man 10 yL 0O-kalibrator eller standard till uppmarkta ror
for dubbelprov och tillsatter 200 uL PBS-buffert plus 1 ml sparamne.

Svang forsiktigt runt varje ror. Inkubera i vattenbad vid 37°C i 45 min. Sug eller
dekantera av innehallet i réren och rékna dem sedan 1 minut i gammaréknare for att
mata den radioaktivitet som bundits till rérsidorna.
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Standardkurva

Cartisel congentration (ugidL)

o 0 025 0.5 L2333 o 5 60
) p—p—————r—r e
2
% a0 “u
H
5
3
2
B
BN
H
£
&
o L A = 1 d - 4
a o 1 [LL R L ]

Stapdard curves fior assay of cortisal in serum or plasma (@)

Corusel concemtratsan (hmol'L)

Figure 3

and in saliva (2] with the GammaCoat™ [**[] BIA ki

De verkliga vardena for
standarderna for salivkortisol
ar 0,10 - 0,25 - 0,50 - 1,25 och
3,0 pg/dL. Diagrammet till
vanster visar standardkurvorna
for de bada testtekniker (serum
och saliv) som tacks av satsen.

Aven om inkubationsvolymen
ar nagot hogre i salivtestet an i
serumtestet (1 210 pL mot
1 010 pL), har detta ingen
effekt pa sparamnets
bindnings-férmaga inom
omradet for standardkurvan.

OBS! Denna kurva erhélls vid en studie genomférd 1984 med en standardkurva pa 0;
2,0; 5,0; 10; 25 och 60 ug/dL. Standardkurvan har darefter modifierats. Vid berakningar
av salivkortisol skall man anvanda det nya omradet och ta hansyn till spadningen 1:20.

Normala varden

Tabell 1
Normala morgonvirden for kortisolhalter i saliv och serum (ug/dL)
Saliv Serum
Patientgrupp* n Median Spann n Median Spann
Normala 150 | 043 |018-1,01| 103 6,5 45-211
vuxna
Barn 105 | 040 |014-091| -
(4-11ar) ’ ’ ’
Gravida
kvinnor (3:e 84 0,47 0,33 -0,91 84 15,7 12,9 -39,9
trimestern)

* Bosatta i Storbritannien

11. KVALITETSKONTROLL
Varje laboratorium bér anvanda kontroller med flera olika nivaer for att folja upp testets
prestanda. Kontrollerna skall behandlas som okanda prov. Man bor kontinuerligt fora in
kontrollvardena i ett diagram for att kunna félja hur val kontrollerna ligger. Lampliga

statistiska metoder skall

anvandas for att utvardera trenderna. Varje enskilt

laboratorium bér faststalla godtagbara prestandagranser.
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12. RESULTATBERAKNING
Okanda serum-, plasma- och urinprov kan testas samtidigt och avlasas fran den
standardkurva som tagits fram med serumkalibreringslésningarna. Bade oextraherade
urinkortisolprov (UK) och extraherade urinprov for fritt kortisol (UFK) omvandlas sedan
till "ug/24 timmar" med lamplig formel.

121
12.2

12.3

124

Anteckna den bundna aktiviteten i CPM for varje ror.

Plotta bunden aktivitet (CPM) fér kalibreringslosningarna (lodrat axel) mot
kortisolhalten (vagrat axel) pa ett lin-log-papper.

Rita in den kurva som passar bast till punkterna. For ett typiskt exempel pa
matdata och diagram hanvisar vi till TABELL Il och FIGUR 1.

Ga pa den lodrata axeln in vid CPM-vardet for varje prov (kontroller, serum,
plasma, extraherad och oextraherad urin) och f6lj en vagrat linje tills den skar
kalibreringskurvan. Fran den punkt dar linjen skar kurvan gar man ner och laser
av kortisolhalten (ug/dL) pa den vagrata axeln.

12.5 Oextraherat urinkortisol

For at

t omvandla urinkortisolvardet (UK) fér oextraherade urinprov fran pg/dL till pg

kortisol per 24 timmar anvander man féljande ekvation:

UK =

dar:
P
\%
100

PxV
100

halten i det oextraherade urinprovet i ug/dL
total urinvolym i mL/24 timmar
omvandlingsfaktor

12.6 Fritt kortisol i extraherad urin
For att omvandla vardet pa fritt kortisol i extraherade urinprov (UFK) fran pg/dL till ug
kortisol per 24 timmar anvander man féljande ekvation

_ PxV
UFK= 333 EP)
dar:
P = halten i det extraherade urinprovet i ug/dL
E = halten i extraktionsgradsroret for provet ifraga, i pg/dL
\% = total urinvolym i mL/24 timmar
33,3 = kombinerad faktor for spadning och extraktionsgrad
Exempel:
E = 13,50 pg/dL
P = 7,85 pg/dL
\Y = 1150 mL/24 timmar
UFK= — (L85 (180) g\ ortisoli24 timmar

33,3 (13,50-7,85)
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Laboratorier som o6nskar en kontinuerlig uppféljning av extraktionsgraden for
urinextraktionen (EG) kan anvanda féljande formel for att berdkna extraktionsgraden
uttryckt i procent.

_ E-P
EG= 60 X 100
dar:
P = Halten i det extraherade urinprovet i ug/dL
E = Halten i extraktionsgradsroret for provet ifraga, i ug/dL
6,0 = Forvantad skillnad mellan halterna i "E"- och "P"-réren i pg/dL
100 = Omvandlingsfaktor

12.7 SI- ENHETER

Med utgangspunkt i molekylvikten 362,5 dalton kan man rakna om halten i
kalibreringslosningar, kontroller och patientprover (serum och plasma) fran
mikrogram/deciliter (ug/dL) till nanomol per liter (nmoL/L) enligt Sl-systemet genom att
multiplicera vardet med 27,59. (I TABELL Il anges Kortisolhalterna i
kalibreringslésningarna i bada enheterna.) Pa liknande satt kan bade oextraherade
och extraherade urinkontroller och -prover omvandlas fran mikrogram per 24 timmar
(ug/24 h) till nanomol per 24 timmar (nmol/24 h) genom att man multiplicerar med 2,76.

TABELL II

Kalibreringslésningarnas halter

Kat- nr Halt i SI- enheter
CA-2367 0 pg/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 pg/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
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TABELL IlI
Hur man antecknar data
Anvand inte denna tabell for att berakna okanda prov

Kortisol
Ror Halt
Nr Innehall CPM (pg/dL)
T1 Total aktivitet (Berett sparamne) 44516
T2  Total aktivitet (Berett sparamne) 43651
1 Serumblank, By 0 pg/dL 22311
2 Serumblank, By 0 pg/dL 22771 0
3 Serumkalibreringsldsning 1 yg/dL 19216
4 Serumkalibreringslésning 1 pg/dL 19243 1
5 Serumkalibreringslésning 3 pg/dL 15331
6 Serumkalibreringsldsning 3 pg/dL 15731 3
7 Serumkalibreringsldsning 10 pg/dL 10660
8 Serumkalibreringsldsning 10 pg/dL 10294 10
9 Serumkalibreringslésning 25 pg/dL 6862
10 Serumkalibreringsldsning 25 pg/dL 6657 25
11 Serumkalibreringsldsning 60 pg/dL 4186
12 Serumkalibreringslésning 60 pg/dL 4224 60
13 Prov, patient "A" 18470 1,3
14 Prov, patient "A" 18992 1,1
Medel: 1,2
15 Prov, patient "B" 10377 10,1
16 Prov, patient "B" 10608 9,6
Medel: 9,9
17 Prov, patient "C" 6316 28,8
18 Prov, patient "C" 6318 28,8
Medel:
28,8

Typiska resultat
Anvand inte detta diagram for att berdkna okédnda prov

19,100 P Patient"‘A”
s Patient "B"
% 11,600 N
Patientk
4,100 |
1 3 10 25 60
Kortisolhalt pg/dL
FIGUR 1
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13. METODBEGRANSNINGAR

13.1 Procedurmaéssiga

Det beredda sparamnet far ej utsattas for ljus. De belagda roren levereras fardiga for
anvandning och skall férvaras vid 2-27°C. Plastomslaget maste forslutas noggrant vid
férvaring av oanvanda ror, sa att man undviker kondensbildning.
Inkubationsbetingelserna maste kontrolleras regelbundet. Vattenbadets temperatur
maste vara konstant vid 37+2°C och vattennivan maste hallas éver ytan pa I6sningen i
réren utan att réren bérjar flyta.

Anvandaren maste vara medveten om att felaktiga resultat kan bero pa att proverna
forvarats eller hanterats felaktigt. Hemolyserade, lipemiska och ikteriska prov bor ej
anvandas.

Om man inte far korrekta kortisolvarden for kontrollerna kan detta tyda pa bristande
noggranhet vid pipettering, felaktig hantering eller férorenade eller fér gamla reagens.
Kontroller skall ingd i varje kdérning av prover. Man maste ta fram en ny
kalibreringskurva for varje korning.

GammaCoat Cortisol Kit far ej anvandas for bestdmning av kortisolhalter hos patienter
som behandlas med prednisolon. Se Tolkningsmassiga begransningar.

13.2 Tolkningsmassiga

De normala kortisolnivaerna ar vanligen som hdégst mellan 5.00 och 10.00 och som
lagst fran 20.00 till 4.00.5 nivaerna under eftermiddag och kvall utgér vanligen 1/2 till
1/3 av morgonnivaerna. Det har férekommit beskrivningar av en kortisoltopp mitt pa
dagen hos kvinnor, som sammanfaller med fodointag och som foérsvagas klart vid
fasta.’” Dygnsvariationen, stimuleringstest och hamningstest och olika typer av
stressituationer leder normalt till féréndrade kortisolnivder. Exempelvis ger ACTH-
stimulering vanligen varden som ligger tva-tre ganger hogre an referensvardena for
morgon.'® Hamning med metyrapon och dexametason ger normalt formiddagsvarden
pa under 5 pg/dL." Ostrogener, exempelvis i p-piller, kan ge férhdjda kortisolnivaer
som en folid av de férandrade halterna av plasma- och serumproteiner. Saledes
bedéms varje patients kortisolvarden vanligen i forhallande till hans/hennes
morgonvarde.

Kortisolanalyser pa prover fran patienter som behandlas med prednisolon &r
kontraindicerade, p.g.a. att antikropparna i satsen uppvisar en hég korsreaktivitet med
prednisolon och 6-metylprednisolon. Den hdga korsreaktiviteten kan ge skenbart héga
kortisolnivaer.

Kortisolbestamningar som utférs med den direkta urinmetoden ger kliniskt giltiga
varden nar de jamfors med det angivna referensomradet for oextraherad urin. Eftersom
det ar val kant att oidentifierade substanser i urinen kan interferera med immunassayer
for fritt kortisol, &r de varden som erhalls med direkta urinmetoder hégre &n de man far
fran urinprov som renats med exempelvis HPLC."92°

14. FORVANTADE VARDEN

14.1 Halter i plasma eller serum

Morgon:

7-25 pg/dL eller 70-250 ng/mL

[193-690 nmol/L]

Kvall:

2-9 ug/dL eller 20-90 ng/mL

[65-248 nmol/L]

Dessa intervall kan anvandas som riktlinjer till dess varje laboratorium har faststallt
egna referensomraden.

14.2 Kortisol i oextraherad urin

Referensomradet for urinkortisol (UK) i oextraherade urinprov ar 75-270 ug per
24 timmar [207-745 nmol/24 h]. Felaktig teknik fér urinsamling kan leda till felaktiga
varden. Det finns en rekommendation att man aven bestdmmer kreatininvardet for att
pavisa gravt felaktiga urinprov.?!
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14.3 Fritt kortisol i extraherad urin

Referensomradet for fritt kortisol i urin ar 20-90 pg kortisol per 24 timmar [55-
248 nmol/24 h]. Felaktig teknik for urinsamling kan leda till felaktiga varden. Det finns
en rekommendation att man &aven bestdmmer kreatininvardet for att pavisa gravt
felaktiga urinprov.?!

15. SPECIFIKA PRESTANDA

15.1 Precision

Den intraseriella precisionen bestdmdes fran medelvardet av 20 samtidiga tester av
varje serumprov. Den interseriella precisionen bestdamdes fran det genomsnittliga
medelvardet fér dubbelprov vid 20 separata kérningar.

Intraseriell Medelvard Standard- Variations-
precision Antal e avvikelse koefficient
prov test (ug/dL) (pg/dL) (%)
Serumpool A 20 2,9 0,19 6,6
Serumpool B 20 12,1 0,93 7,7
Serumpool C 20 471 3,18 6,8
Interseriell Antal Medelvard Standard- Variations-
precision separata e avvikelse koefficient
prov kérningar (ug/dL) (pg/dL) (%)
Serumpool D 20 3,7 0,33 9,0
Serumpool E 20 12,1 1,19 9,8
Serumpool F 20 36,9 3,24 8,8

15.2 Riktighet: Riktigheten for assayen kontrollerades med ett utbytestest.

Utbyte fran poolade sera

Prov med kortisoltillsats bereddes genom att man spadde ett prov med kéand, hég
kortisolhalt med en tidigare analyserad serumpool. Varje prov med tillsats testades i
kvadruppelprov. Det procentuella utbytet berdknas som (utbyte/férvantat) x 100.

Bidrag Bidrag Forvantat Utbytes-
fran tillsats fran pool vérde vérde Procent (%)
(Hg/dL) (ngrdL) (ngrdL) (ngrdL) utbyte
4,2 1,6 5,8 55 95
11,2 1,6 12,7 12,8 101
17,2 1,6 18,8 18,4 98
26,3 1,6 27,9 254 91
41,2 1,6 42,8 39,2 92

)

15.3 Analytisk kanslighet

Kalibreringskurvans kanslighet definieras som det lagsta enskilda varde som kan
sarskilias fran noll. En statistisk uppskattning av den lagsta pavisbara halten
(kénsligheten) beradknades med metoden enligt D. Rodbard?? fér 30 replikat vid
kalibreringskurvans nollpunkt. Den beraknade kansligheten ar 0,21 pg/dL.

15.4 Aviditet
Den beraknade affinitetskonstanten for kortisolantiserumet ar cirka 2 x 108 liter/moL.
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15.5 Analytisk specificitet

Data for korsreaktiviteten for det antiserum som anvands i satsen uttrycks som kvoten
mellan kortisolhalten och halten av det korsreagerande @mnet vid 50 % hamning av

maximal bindning.

Forening % korsreaktivitet
Kortisol 100
Prednisolon 25,5
6-Metylprednisolon 14,5
11-Deoxykortisol 9,8
17-Hydroxyprogesteron 0,4
Kortikosteron 0,9
Dexametason 0,049
Prednison 3,8
Deoxykortikosteron 0,14
Tetrahydrokortison 0,2
Aldosteron <0,1
3-Kortol <0,1
R-Kortolon <0,1
Kortison 10,3
Dihydrokortison 0,43
Progesteron 0,015
Spironolakton <0,1
Tetrahydrokortisol 0,3
6-R3-Hydrokortison 4,2

SE SISTA SIDAN FOR REFERENSER
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KIT RIA KOPTIZOAHZ GAMMACOAT™

1. XPHZH A THN OINOIA NMPOOPIZETAI
MONO TA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO.
To kit padioavogotpoadiopiopou (RIA) kopTi{dAng GammaCoat™ ['2°]] TrpoopieTal yia
XPAON OTOV TTOGOTIKG TTPOCBIOPITHS TwV ETITTEdWY KOPTICOANG (UBpOKOPTIZOVN, évwan
F) otov 0p6, 10 TTAGopa Kal Ta oUpa.

2. TMEPIAHWH KAI ENEZHIHZH
H kopTi{6An (udpokopTIfdvn, évwan F) gival To KUPIO YAUKOKOPTIKOEIOEG TTOU EKKPIVETAI
atré 10 GA0IO TwV ETVEPPISiWV. MEeTAEU Twv QUGCIOAOYIKWVY ETTIOPACEWY TOU Eival N
avTipAeypyovwdng dpdon, n diatApnon Tng apTNPIOKNAG TiEonNg Kai n ouvleon
udaTavepdkwy aTTO TTPWTEIVEG.
Ta YAUKOKOPTIKOEION GUVTIOEVTAl AVTOTTOKPIVOUEVA OTNV AOPEVOKOPTIKOTPOTTIKA OpUovn
(ACTH) n otroia ekkpiveTal ammé Tov TPOcBio Aof6 TNG UTTOPUONG. Z& £va PUOIOAOYIKO
ATopO, N KOPTICOAN CUMUETEXEI OE BPOXO apvNnTIKAG avaTpo@oddtnang pe Tnv ACTH péow
Tou @&fova  UTTOBAAGPOU-UTTOPUONG-PAOIOU  Twv  emvePPIdiwy  (G§ovag  HPA).
H uttogpuoioyeviig ACTH, pe tTn oeipd Tng, pubpidetal ammd Tov eKAUTIKO TTapdyovta Tng
kopTikoTpo@ivng (CRF) o oTtroiog exkkpivetal ammd Tov utroBdAauo. O CRF utroBaAduou
QVTATTOKPIVETAI OTa ETTITTESA KOPTICOANG KAl OTO OTPEG. TO CWHATIKO KAl TO WUXOAOYIKO
OTPEG, N evaAlayr cuvaigBnudaTwy Katd Tn SIGPKEIX TNG NUEPAG Kal Ta XauNnAd eTTieda
gaKXGpou OTo dipa eTTNPeGdouv To puBPO €KKPIONG TNG KOPTIOANG. ™
H duoAermoupyia otrolioudimote opydvou oTtov Géova HPA Ba €xel wg ammotéAeoua tn
peTaBOAR Twv emmTEdWY KOPTICOANG.”® H agloAdynan Tng Acitoupyiag Twv emveppidiwv
pe pétpnon Twv emTédWVY KOpPTICOANG oTo TTAdoPa R aTov opd Bonbd oTn didyvwaon
QUOIOAOYIKWY  Kal  TTOBOAOYIKWY  KATAOTACEWY.  ZUVOUOOMOI  TTPWIVWV  Kal
QATTOYEUMATIVWV PETPACEWY, Madi ue doKIpaoieg dIEyepong KAl KATAOTOANG, UTTopolV va
TIPOCPEPOUV aKAOVNTEG EVOEIEEIS yIa TN IGyvwaon Twv €I0IKWY VOOWV TTou OxeTi(ovTal
pe 1o emveppidia. H didyvwon Tng véoou tou Addison (xpdvia QVETTEPKEIA TwV
eTIveQpIdiwv) kal Tou ouvdpduou Cushing (emive@pidiakr) uTTEPAEITOUPYia) atroTEAOUV
dUo TTapadeiypara yia Ta otmoia o €18IKOG TTPOCdIOPIoUOG TwV EMITTESWY KOPTICOANG
oTnVv KUKAo@opia gival xprioigog yia TNV agioAdynon acBevwv.®©

3. APXEXZ TOY NPOZAIOPIZMOY

H diadikaoia Tou akoAouBeital pe 1o KIT RIA KopTI{dAng GammaCoat ™ ['?°]] BaaileTal OTIG
aPXES TNG AVTAYWVIOTIKAG déaUEUaNG o€ padioavoooTtpoadiopioud.! Or BabuovounTég Kal
Ta dyvwoTta deiypata (opdg, TTAGopa fj oUpa) emwadovTal Pe 1xvnOETn KopTI{OANG o€
OOKIJOOTIKOUG OWAAVEG Ol OTTOIOI Eival ETTIKOAUPMEVOI PE OVTIOWHO TO OTTOI0  €XEl
akivntotroiNei  0T0  XAUNAGTEPO  EOWTEPIKO  TOiXwHa Tou  OOKIYOOTIKOU  CwAARva
GammaCoat. Metd Tnv €mmwaan, yivetar avappd@nan Kal JETAYYION TOU TTEPIEXOMEVOU TOU
SoKIJaoTIKOU GwAAva Kal HETPNon Tou SoKIPaaTIKoUu owAfva. MpogToiyddeTal pia KapTTuAn
BaBuovounong pe 5 Pabuovountég opol Twv OTToiwv Ol TIHEG KupaivovTal atd 1 éwg
60 pg/dL. Or Tipég Twv AyvwoTwy SElYUATWY UTTOAOYICoVTal PE TTAOPEPBOAR OTNV KAUTTUAN
BaBuovounong. OAOKANPOG 0 TTPOCSIOPICUOG EKTEAEITAI OTOV ETTIKAAUPUEVO OOKIPOOTIKO
owAfva. Agv atraiteital EexwpIoTr apaiwan deiypaTog, YeTouoiwon TpwTeivng f BApaTa
€KXUNIONG yia deiypaTa opou, oupwv Kal TTAGOUOTOG.

EkT16g a1md Toug TIpoodiopiopoUs KopTICOANG O€ N eKXUAICUEva oUpa, UTTOPED €TTIONG va
xpenoiyotroinBei n diadikacia Trou akoAouBeital pe 1o KIT RIA kopTi{dAng GammaCoat ['#1] yia
N pETPNON TNG €AeUBePNG (LN ouleuypévng) KOPTICOANG OTa oUpa. Oa TTPETTEl TIPWTA VA Yivel
eKXUNION TNG KOPTICOANG TTOU UTTAPXEl OTa oupa o€ XAwplioUxo peBulévio. ‘Eva kAdoua Tou
ekxUAiopaTog e€aTpiCetal ameuBeiag oto SokiyaoTikd cwArjva GammaCoat, o oTroiog gival
emKaAuppévog e avtiowpua. (Exer ammodeiyBei pe mreipduara 6t Oev TTPOKUTITOUV BAOTITIKEG
emMOPACelG OTO JOKIYOOTIKO OwAAva, O OTIoIoG €ival ETKOAUPMEVOG ME aQvTiowa, av
xpnotpotroinBei xAwpioUxo peBuAévio kaAfg TToidTnTaG). MNa va egaopalioTei 6T Ta Seiypata
TIEPIEXOUV OWOTA emTiTeda Trpwrteivng, TTpooTiBevial 10 pIKPOAITpa TUPASG 0pdG KOPTICOANG
(CA-2367) og k&Be dokipaoTikd cwArfiva GammaCoat. To utréAormro Tng diadiKaagiog Tou
TIPOCBIOPIoKOU €ival TO idI0 e AUTS TTOU XPNOIUOTTOIETaI VIO TOUG TTPOCdIOPIGOUS KOPTICOANG
oTov opd, oTo TAGOUA ) oTa [N ekXUNOPéva oUpa. Oa TTpETTEl va TTapaKoAouBsital n
aTrodOoTIKOTNTA TNG EKXUAIONG KOPTICOANG aTTd Ta 0UPa PE XAWPIOUX0 MEBUAEVIO.
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ANTIAPAZTHPIA MOY NAPEXONTAI ME TO KIT

BaBuovounTtég kopTiZOANG (A €éwg F) | 6 @iaAidia/1 mL 6 @iaAidia/1 mL

AOKIPOOTIKOI CWARVEG 2 oakoUAeg/ 10 oakoUAeg/

ETTIKOAUMMEVOI UE KOPTICOAN 50 ékaoTO 50 ékaoTo

IXvnB£TNG KopTICOANG 1 @iaAidi0/10 mL 5 @iaAidia/10 mL
€KOOTO

PuBuioTiké didAupa PBS 1 @IaAidi0/100 mL 5 @IaAidia/100 mL
€KaoTo

Ap1Bu6¢ doKIgwv 100 500

OYAA=H: OAa 1O avmidpacTrpla, padi pe To avTIOPACTAPIO IXVNBETN-PUBUIOTIKOU
SlaAUuaTOoG, €ival oTaBEPG £wg TNV NuEPopnvia ANgnNg TTou avaypd@eTal TNV ETIKETA
TOU KIT 6Tav auTd QUAGooovTal oToug 2 éwg 8°C. O1 doKIPaaTIKoi GWARVEG, Ol OTToioI
gival eTTKaAUPpEVOl pe avTI-kopTICOAN, pTTopolv va @UAdaaovTal oToug 2 éwg 27°C. Mn
XPNOIYOTIOIEITE TO AVTIOPACTAPIA av €xel TTAPEABEI N nuepopnvia ARENG Tou KIT. Agv
evdeikvuTal N avauign avtidpaaTnpiwy atmd dIaQOPETIKESG TTAPTIOEG.

4.1 IxvnBéTng KopTI{6ANG: AvTIOpaCTHpIO £TOIMO Yia XPrion.

Kdabe @ialidio mepixel mepittou 4 pCi 1xvnBétn (<1 pg/mL koptif6An) oe 10 mL
ahatoUxo OiGAupa  puBuiopévo  pe  @wogopikd, ANS  (8-aviAivo-1-vagBaAévio
OOUAQOVIKO 080) pe adidio Tou varpiou 0,1% wg ouvTtnpnTikd.

4.2 AoKIJOOTIKOi OWANVEG ETMIKAAUPPEVOI PE OpPO aVTI-KOPTIJOANG KOouveAioU:
AvTIOPaACTAPIO £TOIUO YIO XProN.

AokipaoTikoi owAnveg 12 x 75 xINOOTWV gival €TTIKOAUPPEVOL PHE 0P avTI-KOPTICOANG
KouveAloU (pe TiTAO<1 pg/doKINacTIKO CwANvVa) Kal GUGKEUAZOVTOlI O€ HIa TTAAOTIKA
gakoUAa.

4.3 PuBpioTiké didAupa PBS: AvtidpaacTripio £ToIhO yia xpron.

KdabBe @ialidio mrepiéxel 100 mL ahatouxo didAupa puBuICUEVO PE QWOPOPIKA UE agidlo
Tou vaTpiou 0,1% wg ouvTNENTIKS.

4.4 BoaBpovountég opol KopTi{OANnG: AvTidpaaTrpIo £TOIYO yia XpAaon.

KaBe @iaAidio mrepiéxel kopTiCOAn o€ 1 mL emegepyaocpévo avBpwTTivo opd ue alidio Tou
vatpiou 0,1% wg auvinpenTiké. O1 BabuovounTtég Tapéxovial OTIG aKOAOUBEG
ouykevTpwoelg: 0, 1, 3, 10, 25 ka1 60 pg/dL, avrioToixa. O1 BaBuovounTég KOPTICOANG
NG DiaSorin éxouv BaBuovounBei cUpwva Pe To TTPOTUTTO avaPopPdg KopTICOANG TNG
U.S.P. Tuxdv auykpion pe GAAa Trpoidvta A diadikaoieg Ba TTPETTEl va yiveTal e auTo
10 TTPSTUTTO avaPopds. O Xelpiopdg Twy BabuovounTwy PTTopEi va gival idlog pe autdév
Twv SelyudTwv acBevv OTav XPNCIYOTIoIoUVTal Ta avTIOPACTAPIA KAl N AEITOUPYIKN
diadikaaoia TNG TTapouoag diIayvwaoTIKAG OKIWAG in vitro, 6TTwg ouvioTdral.

4.5 Bon6nTikn £TIKETA

MNa 1o avridpaaTtpIo 1xvnBETN-puBUIGTIKOU SIGAUUATOG

4.6 AIAGEZIMO KATOIMIN AITHZHZ:
XapTi nuIAoyapIBuIkoU ypagruaTog
50 @UAAa avé pTTAOK
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5. TMPOEIAOMNOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ

MONO TA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO.

Aev TTpoopieTal yia ECWTEPIKA Kal EEWTEPIKA XPAon o€ avBpwITToug A {wa.
AvTISpaOTHAPIA TTOU TTEPIEXOUV UAIKO avOpwITIvnG TTpoéAEuong

Xelp1oTEITE WG €AV ATAV SUVNTIKWG HOAUCGUATIKA.

Kd&Be povada 561N opoU/TTAGOPOTOG TTOU XPNOIUOTIOIEITAl OTNV TIOPATKEUR TOU TTAPOVTOG
TpoidvTog €xel dokiyaoTei pe péBodo eykekpiyévn améd Tnv Ymnpeoia Tpoiwv Kal
Qappdkwy (FDA) Twv H.M.A. kai Bpédnke pn avtidpacoTIK wg TTPOG TNV TIAPoUCia
HBsAg, avriowpatog HCV kai avriowpartog HIV 1/2. Av kai o1 péBodol autég eival
€CaIPETIKA aKpIBEiG, OEV EyYUWVTAI TNV aViXVEUON OAWV TwV JOAUCHATIKWY Hovadwyv. To
TTapdv TTPoIdV evOeEXOUEVWG va TTEPIEXEl Kal AGAAO UAIKS avBpwTTivng TTpoéAeuong yia To
oT10i0 dev UTTAPYEl EyKeKpIMEVN Sokiun. ETmeidn kapia yvwoTth pébodog dokipaaciog dev
utTopei va rpoo@épel TTARpn diaBeRaiwan o1 atrouaiddouy o 166 TG nrratindag B (HBV),
0 166 NG nmatimdag C (HCV), o 16G Tng avBpwTrivng avoooavetdpkeiag (HIV) i aAAol
HoAuopaTiKoi TTAPAYOVTEG, O XEIPIONOG OAWV TWV TIPOIOVIWY TTOU TTEPIEXOUV UAIKA
avlpwTrivng TpoéAeuong Ba TIPETTEl va yiveral OUPQWVO PE KAAEG EPYOOTNPIOKEG
TIPOKTIKEG XPNOIMOTIOIWVTAG TIG KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG, OTTWG TTEPIyPAPOVTal OTO
gyxelpidio «Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories», 4" ékdoon, Mdaiog
1999, f v Tpéxouaa ékdoon, Twv Centers for Disease Control and Prevention/National
Institutes of Health (Kévtpa yia tov ‘EAeyxo kai Tnv MpéAnwn Noowv/EBvikd 16pupata
Yyeiag).

ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTI®pacTApIa GTO KIT auTo TrepIEXouV adidlo Tou vaTpiou. To alidio
TOU vaTpiou PTTopEi va avTidpdoel Pe TIG CwANVWOoEeIG HOAUBOOU i XaAkoU kai va
oxnuartioel eCaIPETIKG eKPNKTIKG adidia JETAAAWY. KaTd Tnv amméppiyn, EKTTAUVETE UE
dapBovn TmoodTNTA vePOU Yia va gutrodioeTe Tn oucowpeuon adidiwyv. MNa TpdobeTeg
TIANpoYopieg, avatpégte otnv evotnta «Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts», a1o gyxeipidio odnyo - diaxeipion ac@aieiag pe kwdiké CDC-22
Trou ekdideTal atd Ta Kévtpa yia Tov ‘EAgyxo Noowv otnv ATAdvta Tng T{opTQia, 1976.

Ppdoeig KIvBUvou emiKivduvwy ouciwv Twv Eupwtrdikwv KoivotAtwy (Odnyia
Emirpotrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAaBepd KaTd TNV €I0TIVON, OE €TTOQN HE TO OEPUA KOl OE TTEPITITWON
KATATTOONG.

R32 - X¢ emagn pe o&éa eAeuBepwvovtal TTOAU TOgIKG aépia.

S28 - Xe TrePITITWOn €TTAPRG ME TO OEPUA, TTAUVETE AUECWG PE APOOVO VEPO.

ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN IQAIO-125
Katrd 1t @UAagn, 10 Xelpiopud kai Tn O1d6eon Tou UAIKOU auToU, Ba TrpéTrel va
XpnoipoTroloUvTal KATAAANAEG TIPOPUAGEEIG Kal KAAEG EpYATTNPIOKEG TTPAKTIKEG.
Mpog 1aTpoug ) 1Idpupata TTou TTapaAauBdavouv padioiocdToTTa KATW aTTO YEVIKN AdeIa:
To Tapdv padievepyd UAIKO uTTopei va An@Bei, va atmokTndei, va KATEXETAI KAl va
xpnoigotroigital pévo atd 1aTpols, KTNVIaTPoug TTou €6A0KOUV KTNVIATPIKA 1ATPIKA,
KAIVIKG EpYaCTAPIa 1] VOOOKOMEIQ Kal JOVO YIa KAIVIKEG 1] EpyacTnpIakéS SOKIUEG in vitro
Tou dev TrEPIAAUBAVOUV TNV €0WTEPIKA 1 €CWTEPIKN XOprynon Tou UAIKOU, A Tng
akTIvoBoAiag auTtoU, o€ avBpwTroug kai {wa. H Tapaiafn, n amdkTnon, n KaTtoxA, n
XPAON Kal N METOQOPA UTTOKEIVTOI OTOUG KaVOVIOHOUG KOl Tn VYEVIKA Gdeia Tng
PuBuioTikig Emrtpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng ToAiTeiag otnv otroia n
ETMTPOTIN £XEI CUVAYEI CUPPWVIA yIa TNV AoKNon KabnkovTwyv apuodiag apxig.
1. H @UAagn TOoU padievepyol UAIKOU Ba TIpéTel va  TTEPIOPIOTEI O€  €IOIKA
ETMONUOTHEVO XWPO.
2. H mpéoBacn oc padievepyd UANIKA TIPETTEl va  TTEPIOPIOTEI  WOVO  Of€
€£0UCI000TNPEVO TIPOCWTTIKO.
3. Mn xpnoiyoTrolEiTe TTITTETA YE TO OTOUA O€ padievepyd diaAupara.

4. Mnv TpWTE 1 TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYACIOG TTOU £XOUV ETTIOCNUAVOEl wg
POdIEVEPYOI.
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5. O1 mepiox€g, OTTOU evOEXOMEVWG VO €XOuv TTPOKANBEi ekxuoelg, Ba TTPETTEl va
OKOUTTIOTOUV KaI KaTOTTIV va TTAUBoUV pe aAKaAIKO aTToppUTTaVTIKO 1) padioAoyiko
atroAupavTiké didAupa. Tuxov udAiva okeun TTOU XPNOIUOTTOINONKAV TTPETTEl Va
eKTTAUBOUV KOAG PE vepd TTIPIV aTrd TNV TTAUCH GAAWY €PYAcTNPIOKWY UGAIVWY
OKEUWV.

Mpog 1aTpoUg 1 1IdpUpaTa TTou TTapaiapfBdvouv padioigdToTra KATW aTrd €I15IK AdeIa:

H mapaAaBn, n xprion, n Yeragopd Kai n diIdBean Twv PadIEVEPYWV UAIKWV UTTOKEIVTAI
OTOUG KOVOVIOUOUG Kal TIG GUVBNKEG TG €10IKAG adeIdg oag.

MPOEIAONMOIHZH: To poidv autd TTEPIEXEI YIa XNUIKA oudia n oTroia gival yvwoTé
atré v oAiteia Tng KaAipopviag OT1 TTpoKaAEi Kapkivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTOU avaypa@peTal 0To EVOETO CUOKEUATIOG UTTOPET VA BIAPEPE
eAa@pUG attd Tn padievEPYEIa TTOU avaypa@ETal TNV ETIKETA GUOKEUQTIOG ) OTNV ETIKETA
@IoAIdiou 1xvnBETN. H eTiKéTO OUOKEUODIag Kal N ETIKETA QIOAISIOU 1IXvNOETN UTTOSEIKVUOUV
TNV TTPOYHATIKY TToodTNTa PadIEVEPYEIQG KATA TNV nuEpounvia Babuovounong, evw To
€vBeTO gUOKeUATiag UTTODEIKVUEL TN BEwpPNTIKA PadIEVEPYEID TOU KIT.

6. ZXYAAOIH KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ
Agiypata TTAdoparog
SUMEETE aonTiTikd Oeiypa @AEBIKOU aipaTog o€ éva KeEvO UGAIVO DOKIPOOTIKO OwARva
TToU TrEPIEXEI NTTapivn ) EDTA.
Alaxwpiote 10 KAGopa mAdopatog. To TAGopa ptropei va @QUAaXTEl OTO Wuyeio
OAOVUKTIWG aToug 2 éwg 8°C. MNa peyaAUTEPO XPOVIKO BIACTNUA, Ta deiypaTa TTPETTEl VO
@uAdooovTal katayuypéva otoug -20°C. Mpétrel va ammogelyovTal Ta alpoAudpeva, Ta
NTTOIMIKG Kal TA IKTEPIKA SEiypaTa.

Acgiypata opoU

Av Kai, yia Tov TTpoadlopIoud TNG KOPTICOANG, XPNOIMOTToIoUvVTal OuvABwg deiyuata
TIAGoUOTOG, AauBAVOVTAI GUYKPIOIUA OTTOTEAEOUOTA PE XPAoN JelyudTwy 0poU. 2
AlaxwpioTte T0 KAdopa opol. O opdG YTTOPEi va QUAOXTEI OTO WUYEIO OAOVUKTIWG GTOUG
2 éwg 8°C.

MNa peyaAlTepo XpovikKG BIACTNUA, Ta deiyyaTa TTPETTEl va QUAGCOOVTAl KATAWUYHUEVO
oToug -20°C. Mpétrel va atmo@elyeTal N XPAON AIJOAUGUEVWY, NITTAIMIKWY KAl IKTEPIKWV
OEIYHATWVY.

Aciypara oupwv

SUNMEETE Oeiypa oUpwv 24wpou. KataypdywTe TO OUVOAIKO OYKO Twv oUpPWV.
MpoaBéaTe, wg auvtnpnTikG, 10 ypaupdpia Bopikd o&u avd AiTpo oUpa Kal QUAGETE éva
KAGopa, 10 omoio £xel avauixBei kaAd, karawuypévo oTtoug -20°C. Amowlgre Ta
KoTawuypéva deiypata o€ Bepuokpacia dwuaTiou Kal avapiéte KaAd Tpiv ammd Tn
xenon.

7. EZOMNAIZMOZ KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAI, OMQZ AEN NMAPEXONTAI
7.1 Ydpbdhoutpo aTabepng Bepuokpaaciag, 37 + 2°C.
7.2 Miméra akpifeiag (10 pL).
7.3 Hpi-autéparn mimeTa (1,0 mL).
7.4 MeTtpnTAg ydaua.
7.5 BAon SOKIMACTIKWY CWANVWV.
7.6 Xuokeun avappdenaong vepou (TTPOaIPETIKO).
7.7 Opyavo Trepidivnong (vortex).
7.8 Amoppo@nTIKO XapTi YE TTAACTIKO OTTIGOIO THANA (TTPOAIPETIKO).
MpooBeTa @AdIa yia Xprion povo katd mn diadikacia eKXUAIoNG oUpwv:
1. YaMivor dokipaoTikoi owAnveg piag xpAong (12 x 75 xAaT.) kal KaTTaKia.
2. XAwpiouxo peBuAévio (dixAwpopeBavio, BaBuol avaAuTikoU avTIdpaaTnpiou KaTtd
ACS).
3. Aoutpd ayou.
4. [Mmréteg akpipeiag (100 kar 200 pL).
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8.
H

KdaAuppa ) KaAd agpifOUEVOG XWPOG.

Méoa yia Tnv €€aTuIon Tou XAwplouxou peBuleviou. Autd pTTopei va yivel pye pon
Enpou aépa n adwTtou pe ATa Bépuavon Tou ekxUAiopaTog otoug 37°C TrepitTou
o€ éva XWPOo KATW aTTé KAAUNHA 1} o€ £va KOAG agPICOPEVO XWPO.

AIAAIKAZIA EKXYAIZHZ OYPQN
dladikagia autr  TepIAapBavel T peBodoAoyia  yia  Tov  KaBopiopd TG

OTTOTEAETUATIKOTNTAG TNG €KXUAIONG pE XAwploUxo peBUAévio. ETa gpyacTrpia TnNg
DiaSorin, o1 guvrBeIg avakTAoelg TNG KOPTICOANG atTd deiypata olpwy ATav, KAt péco
6po, 99 + 14%.

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

TomroBeTACTE €TTAPKA OYKO XAwpPIoUXo WeEBUAéviO o AouTpd TIAyou WOTE va
Kpuwoel. YTrohoyiote TTepIcodTepo amd 1 mL avd JOoKINAoTIKO CowAAva. To
AouTpd TTayou Ba TTPETTEl va gival ApKETA PEYAAO yia va XwpEoel Eva KUTTEAAO
xAwpioUxo peBuAévio kai TN BAECN Twv UGAIVWY SOKIJAOTIKWY CWAAVWY OTOUG
oTroioug Ba yivel n ekxUAion.

MNa va kaBopiceTe TNV ATTOTEAECUATIKOTNTA TNG EKXUAIONG, ETTIKOAANOTE ETIKETEG
ME TO avayvwplioTikd Tou aoBevr) og OU0 UGAIVOUG BOKIUOOTIKOUG CWAAVEG Hiag
XPAOoNG yia K&Be deiypa Tou Ba TTPOCadIoPIOTE. ZNUEIWCTE OTOV £vav OOKIMATTIKO
owAAva «A» yia 1o deiypa kai atov dAAov «E» yia Tnv atroteAeopatikdtnTa
eKXUNIONG.

MpocBéaTe oToug KAaT@AANAOUG BOKINACTIKOUG OWARVEG «Ax» Kal «E» 200 pL kaA&
avaulypévo deiypa oupwyv 24wpou.

MpooBéate 10 pL PaBuovount opol kopTi(dAng 60 pg/dL poévo oe kdabe
OoKINaOTIKO owAfva «E». Avopifte 1o avmIdpacThpia avakivwvtag Tn Bdaon
SOKIMACTIKWY GWAAVWY A avaplyviovTag KaBe SOKIMAaTIKO CwArva.

MpooBéate 1,0 mL kpUO xAwpioUxo YeBUAEVIO o€ KABE SOKINAATIKO CWARVA «Ax»
kol «E». Avapi§te kaoAd og 6pyavo Trepidivnang (vortex) yia va yivel n ekxUAion
NG KOPTICOANG OTO opyaviké oTpwpa. TOTTOBETACOTE KATTAKI 1 KOAUWTE Kal
TOTTOBETAOTE OE AOUTPO TIAYOU TIPOKEIUEVOU VA OTTOPEUXOEi N UTTEPBOAIKN
e€arpion Tou XAwplouxou peBuheviou. Ma va OieukoAuvBeite oTn diavoun
XAwpioUxou peBUAeviou pe TTITTETA, €ival ONUAVTIKO VO EKTTAEVETE TNV TIITTETA
3 éwg 4 @opég pe KPYO xAwpiouxo HEBUAEVIO TIPIV TO HETAPEPETE OTOUG
KAaT@AANAOUG BOKIPNAOTIKOUG CWANVEG.

Evw Trepipévete 1o Slaxwpiopd  @Acewv, ETTIKOAAACTE  €TIKETEG Ot OUO
OOKINAOTIKOUG OwAARVEG KOpTICOANG GammaCoat yia kdBe SoKIPaoTIKO CwAAva
«A» kai og O00 OOKIYOOTIKOUG OwArveg KopTi(dAng GammaCoat yia kKdaBe
BOKINAOTIKO CwARva «E».

Metd 10 dlaxwpPIoHO Qaoewy, agaipéaTe TTPooeXTIKA 100 YL atmé 10 KATW OTPWHA
(xAwpioUxo MEBUAEVIO) KABe SoKINAOTIKOU OwArva Kal TTPOCHECTE TO OTOUG
OOKIUOOTIKOUG owArveg GammaCoat pe TG avTioToIxeg €TIKETEG. H €kTTAUGN TG
pOTNG TNG TITTETAG PE KPUO XAwpiouxo peBUAévio, TTpIv atmd Tnv ToTToBETNOR TOU
Oeiypatog pe Tnv mTéETa, Ba eAaxigToTroiioel TN dlAPPOr TOU EKXUAIOHEVOU
deiypyatog amd T pOTn NG mmTETag. Otav petagépete ta 100 pL kAdopa
S1aAUpaTog eKXUAIONG OTOV ETTIKAAUPUEVO DOKIUOOTIKO GWAAVA, PNV ETTIXEIPFOETE
Va OKOUTTIOETE TN pUTN TNG TIITTETOG ETTEIDN O QUOIKEG 1016TNTEG TOU XAwploUxou
peBUAeviou TTpokaAoUv Tn dlappor Kal TN €loXwpenon QUOaAIdwvY aépa aTn pUTn
NG TTITTETAG.

MNa va S1EUKOAUVETE TN PETAPOPA TOU BIGAUPATOG EKXUAIONG OTOV ETTIKOAUMPEVO
OOKIJOOTIKO OWARAva, KPaTAoTE TO OOKIMACTIKO OwAAva €KXUAIONG Kal TO
OokIJaoTIKO owAfjva GammaCoat pe 10 id10 Xépl. priyopa, aAAd TTPOCEXTIKA,
petagépere 100 pL ekxUMopa oOTO KATW MEPOG TOU OOKIYOOTIKOU OCWARvVa
GammacCoat.
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8.8 E&atpioTe 10 XAwpioUxo peBUAEVIO aTTO TOUG SOKINAOTIKOUG owArveg GammaCoat

ue pon Enpou aépa i alwTou Kal AT Bépuavon Tou ekxUAiopaTtog atoug 37°C
TTEPITIOU.
MPOXZOXH: ATropUyete TIG UTTEPBOAIKEG OUYKEVTPWOEIG OTHWY OAOYOVOUEVWV
udpoyovavBpdkwyv OToug Xwpoug epyaciag. H E=ATMIZH OA TPEMNEI NA
FINETAI MONO ZE XQPO KATQ AMNO KAAYMMA ‘H ZE KAAA AEPIZOMENO
XQPO.

8.9 Merd Tnv TARpPn €aTUIon Tou XAwplouxou peBuleviou, TTpooBéoTe 10 puL TUPAS
0p6 KopTICOANG 0 pg/dL, CA-2367, og kGBe dokiuaoTiké owAfjva GammaCoat Tou
TTePIEXEl To Oeiypa aoBevr) (dokipaoTikoi owAnveg «A» Kal «E»), TTpokeipyévou va
eCao@alioeTe OTI Ta OeiyHATA TTEPIEXOUV TA CWOTA ETTITTEST TTPWTEIVNG.

8.10 Zuvexiote pe T diadikagia RIA atd 1o mpwTo BrAua oTnv Tapdypago Aiadikacia
TTPOGOIoPIGHOU.

9. AIAAIKAZIA NMPOZAIOPIZMOY

AvTISpaoThApIo IXVNOETN-pUBUIOTIKOU S1IaAUPATOG:
MpoobéoTe 6Ao TO TrEPIEXOUEVO 1 PiaAiBiou 1XvnNBETN KoPTICOANG o€ 1 @IaAidIO pUBUIOTIKG
diGAupa PBS kai avapigre ammaAd. Mia TeAIki €KTTAUGH Tou @IaAidiou 1XvnOETn KopTI(OANG
JE TO QvTIOPACTAPIO IXVNOETN-pUBUICTIKOU SIGAUMOTOG Ba UEYIOTOTTOINCEN TN PETAPOPA TOU
IXVNOETN. ZUUTTANPWOTE Kal €TIKOAAACTE T BondnTIKA ETIKETA yId TO QAVTIOPAGTAPIO
IXVNOETN-pUBMIOTIKOU  dlIOAUPOTOG  OTOV  TTEPIEKTN  yId TN OWOTH  avayvwpion.
To avnidpaoTtripio  1XvnBETN-puBuIoTIKOU BloAUyaTog Ba Tpémel va @QUAACOETal OTO
oKoTAdI, ) o€ évav TTEPIEKTN TUAIYUEVO PE AAOUMIVOXOPTO, OTOUG 2 £wg 8°C.
H diadikacia Tou Tpocdiopiguol TrepIAAUBAvEl TNV TTPOETOINATIA TNG KAPTTUANG
BaBuovéunong amd Tnv oToia yivetralr n TTAPEPPOAR TNG AyVWOTNG CGUYKEVTPWONG
KopTI{OANG oTO deiypa.

9.1 Mpiv ammd TN xpAon, aernoTe 6Aa Ta avTidpacTApla va épBouv og Bepuokpaaia

SwpaTtiou Kal avapi§Te KAAG Xwpig va oXnNUATIOTEl apPOG.

9.2 EmKOAAACTE €TIKETA OTOUG OOKIMAOTIKOUG owAfveg GammaCoat €1 diTAolv
gUygwva pe To ak6AouBo TTAdvo. Evdexopévwg, yia opiopéva TrpoypduuoTta
avaywyng Kal TToloTIkoU eAéyyxou Oedopévwy, va atmraitnBolv ol JOKIPACTIKOI
OowAveg oMNkwv kpolUoewv [T1,T2] kar BO [1,2]. Opwg ptmopoldv va
TapaAeiBolv  av  n  KAUTUAn  BaBuovéunong oxediddetalr o€ XapTi
nuIAoyapIBuIkoU ypapAuaTog. 131

9.3 2710 KATW PEPOG TWV KATAAANAWY SITTAWV SOKINACTIKWY ocwAfvwy GammaCoat
TPooBEoTE Ta €EAG:

a. 10 pL TupAS opd kopTI{OANG 1 kGBe BaBuovounTh opol KopPTIZOANG.

B. TIA AEITMATA OPOQOY, NAAZMATOX KAl MH EKXYAIZMENQN OYPQN,
mpocBéote 10 pL amd kaGBe Oeiypatog. lMpémmel va TTPOCEXETE WOTE va
AapBaverte pe Tov idlo TPATTO TOUuG BaBuovounTég Kal Ta deiypara pe miméra.’e

y. TIA  AEIFMATA EKXYAIZMENQN OYPQN, xpnoiyoTroioTe  TOUG
SoKIMaaTIKoUg  owAfveg GammaCoat Tou TrepIEXOUV  Ta  eKXUAIOPEVA
S¢eiypata atmd 1o Brpa 9 Tng mapaypdeou Aiadikaaia ekxUAIong oUpwv.
>HMEIQZH: Av n apaiwon Twv delypudtwyv opol f TAdouatog acBevn ivai
€MOUNNTH, XPNOIUOTIOINOTE WG OPAIWTIKO TO TUPASG 0pd KOPTICOANG TTOU
TTAPEXETAI YE TO TTAPOV KIT. Me deiyuaTta pn eKXUAIOUEVWY i EKXUAIOUEVWV
oUpwyv, apPaIWOTE PE aTTECTAYMEVO veEPO, OTTwG amraiteital. MNa €AelBepn
kopTI{OAN oTa oUpa, ekxuAioTe 200 pL kAdoua apaiwpévou deiyuaTog oupwy
(Alodikaoia  ekxUAiong oUpwv, PBrApa 3). Zuvexiote pe TO  OUVABN
Tpoadiopiopd. XTOUuG UTTOAOYIOpOUG TIpETTEl va  TrepIAauBAveTal Kal O
TTapdyovTag apaiwaong.

9.4 Xe kd&Be dokiyaoTikO cwAfva, TpooBéoTte 1,0 mL avmdpaoTrpio 1xvnOETn-
puUBUIOTIKOU BIoAUpaToG. Avapi¢te atraAd kKGBe OOKIUAOTIKO CWAAVA Og dpyavo
mepIdivnong (vortex) pubuiopévo ae xapnAn TaxuTnTa.
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9.5 EmwdoTe Toug dokipaoTIkoUg OwANVEG yia 45 Aetrtd og udpodAoutpo 37 + 2°C.

9.6 Avappo@AoTe 1 yeTayyioTe GAOUG TOUG SOKINAOTIKOUG OWARVEG EKTOG ATTO aUTOUG
TWV OUVOAIKWV KPOUTEWV.
AN AEN AQAIPEGEI EMNAPKQX TO T[POXKOAAHMENO AIAAYMA,
ENAEXOMENQX NA EXEI Qx ANOTEAEXMA THN NTQXH EMNANAAHWH KAI
YEYAEIZ TIMEZX.
Av XPnOILOTIOIEITE TEXVIKN avappo®naong, Bepaiwdeite 11 n TAACTIKA PUTN TOU
opydvou avappdenaong ayyidel To KATw PEPOG TOU ETTIKAAUPHEVOU BOKIPNATTIKOU
owARva kai 611 €xel a@aipedei Ao To UYPO.
Av XPnOIMOTIOIEITE TEXVIKI) HETAYYIONG, APrOTE TOUG SOKIPAOTIKOUG OCWARVEG va
amooTpayyicouv avdamoda yia 3 éwg 5 AemTd. XTUTOTE OTTOAG  TOUG
OOKIUOOTIKOUG CWANVEG OE ATTOPPOPNTIKO XOAPTi YIO VO OTTOMOKPUVETE TUXOV
TTPOCKOAANUEVO UYPd TTPIV TOTTOBETACETE TOUG SOKINAGTIKOUG OWARVEG ag dpbia
Béon.

9.7 MetprioTe 6A0OUG TOUG BOKINAOTIKOUG CWAAVEG O€ PETPNTA YAUa yia 1 AETTTO e To
Aavolypa katdAAnAa pubuiouévo yia 1wdio-125.

9.8 YmoAoyioTe Ta amoteAéopaTa. AvaTpéETe oTnv TTapdypa@o ATroTeAéopaTa.

10. AIAAIKAZIA ME XPHZH ZIEAOY
To KIT auTo eTTioNG ETTITPETTEI TOV TTPOCOIOPICUS BEIYUATWY CieAOU.
‘Exel atmodeixTei 0TI UTTAPXEI KOAN CUCYKETION PETAEU TNG GUYKEVTPWONG KOPTICOANG OTO
oieho kal TNG ouykévipwong e€AelBepng KopTI{OANG oTo TTAGoua Kai Tov opd (ol
OUYKEVTPWOEIG auTéG avTITTpoowTrelouv 1o 60% £wg 100% Tng GuyKEVTPWONG TOU
eAelBepoU KAGOPOTOG OTNV KUKAOQopia Kal To 4% E€wg 6% TNG ONIKNAG CUYKEVTPWONG
agTOV 0pO 1} OTO TTAGO Q).
MAARBoG peAeTWV €xouv aTTOdEIEEl TA TTPOKTIKA KOI JIOYVWOTIKA TTAEOVEKTANATA TWV
TTPOGdIOPICUWY KOPTICOANG OTO oigAo Kail emBeRaiwoav TNV ykupdTNTA Kal TNV KAIVIKA
agia Toug.
ARPBnNKav uttown dUo onuavTIKa onueia KATd TNV TTPOCAPHOYH TNG TEXVIKAG QUTAG
0TOUG TTPOCdIopIoUOUG KOPTICOANG OTO aigAo:
Mpwrtov, €meIdr) n KopTIOAN aTo oicho avTITTpoowTrelel POvo To 5% TnG OAIKAG
KopTIOANG aoTo TAdopa, ataiTeital eikooammAdola adénon otnv euaiobnoia. MNa va
emTeEUXOEi auTd TO emiTredo euaioBbnaiag, aughBnke o Oykog Tou deiypaTtog aieAou oTa
200 pL.
AeUTepoV, TO GiEAO €xel XQUNAGTEPN GUYKEVTPWON TTPWTEIVWV (YEVIKA aTroTeEAEITAI ATTO
évQupa kal yYAUKoTrpwrteiveg). Ymdpxouv pévo ixvn TpwTeiviov TTAGOUOTOG, €VW
atroucidfouv ol TpwTeiveg TTou deguelovTal PE Ta  KOPTIKOOTEPOEId. lMa va
eCao@alioTei OTI o1 eMOPACEIG TNG TTPWTEIVIKAG PATPAG gival OoIEG OTA deiypaTa Kal Ta
TPOTUTIO, TTPpooTiBeTal  Babpovountig 0 (xwpig KopTIOAN) ot kGBe deiypa oieAou
(61w yiveTal oToug TTPOCdIoPIoUOUG G SEiYUATA EKXUMTHEVWY 0UpWYV).
Etropévwg, amaitolvial povo HIKPEG TPOTIOTIOINCEIG KATG TNV TOTTOBETNON TWV
OEIYUATWY Kal TwV TIPOTUTIWV HE TIITTETA yIO VO TIPOcapuooTei n péBodog oTov
TTPOoCdIopIoNS BEIYUATWY OieAou PE TN XPrion MOvo Twv avTidpaoTnpiwv TTou fdn
TTAPEXOVTAI GTO KIT.

10.1 ZuAAoynR Kai TrpogToIpaoia SelyudTwy cieAou

H ouAAoyn Tou oighou Trpétrel va yivetal 10 AeTrTd YeTd amrd KTTAuon Tou GTOUATOG TOU
acbevn pe vepd Bpuong. Mpémel va yivel di€yepan yia TNV TTapaywyr oieAou Kal o
aoBevig Ba TTpéTTel va evnuepwoei yia Tn dlapopd peTagu aichou kal BAévvag. Mtopei
va OUAAeXOei eTTapkAg Oykog aiehou, dnA. 1 pL, o€ Aiya AeTrTd, akéun kai amméd Taidid.
Ta deiypata uAdooovTal katewuyuéva atoug —20°C. Mpiv atd Tov Tpoadiopioud, Ta
OeiypaTa TTPETTEl va atrowuxBolv Kal va QuyokevipnBolv. ZTn ouvéxela, To OlIdgavo
UTTEPKEIEVO  UYPSd  aTTOdaKPUVETAl HE AVTANON WOTE va  Xpnoiyotroinfei oTov
TTPOoCdIoPIoUO.
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Percent af wial coents beund

10.2 Aiadikaoia pe xpAon cigeAou

MNa k&Be deiypa aiehou, TomoBeTACTE pe mTéTa 10 ub BaBuovounth 0 o€ {elyn oTOUG
OOKIJOOTIKOUG OWARVEG OTOUG OTT0IoUG €XOUV ETTIKOAANGEI eTIKETES. MNpooBéoTe 200 L
Oeiypa kai 1 mL 1xvnBETn.

MNa ta wpéTutra, ToroBetraTe pe mTéTa 10 ub Babuovounth 0 1 TpdTuTTo O€ Celiyn
aToug OOKIJAOTIKOUG OWANVEG OTOUG OTTOIoUG £X0UV €TTIKOAANBET eTIKETEG. MpoaBéaTe
200 pL pubuioTiKS didAupa PBS kai 1 mL 1xvnBéTn.

21poBiAioTe amaAd kdBe dokipaoTiké owAfva. EmwdoTe yia 45 Aemitd og udpdAouTpo
oToug 37°C. AVTAAOTE | PETAYYIOTE TO TTEPIEXOUEVO TWV OOKIUOOTIKWY CWARVWY Kal
METPAOTE TN PAdIEVEPYEIQ TTOU €XEl DECPEUTEI OTA TTACIVA TOU SOKIJOOTIKOU GWARVA yid
1 AeTtT6.

MpoTUTIN KaPTTUAN

Cartisel conoentration (ugidL)

0 00 02505 1L 3 n 60 H TrpayuaTikn TTepIoxA TIHWV
T T T T T T T Twv  TPOTUTIWV  yia TNV
E KopTI{OAN aTO aigAo gival 0,10
- 0,25 - 0,50 — 1,25 «ai
3,0ug/dL. Zt0  apioTepd
SiIdypauua  atreikovifovtal ol
TIPOTUTTEG KAMTTUAEG yia TIG
dUo TEXVIKEG TTPOCdIOPIoHOU
(opoU kai cighou) o1 otroieg
KOAUTITOVTQI GTO KIT QUTO.

s

[
=4
L

Av Kal 0 GYKOG ETTWOONG Eival
QPKETA  PEYOAUTEPOG  OTOV
Tpoadiopioud aiehou atod 6,Ti
L e , . N L ¢ otov  Tpocdiopioud  opou
a 3 ] k1] 100 00 1,000 (1 ,210 yL avti yia 1,010 HL),
autd Oev  emdpd  OTnV
IKavoTNTa  d€opEUONG  TOU
ETTIONPOVTH €VTOG ™ng
TTEPIOXNG TIMWV TNG TTPOTUTTNG

Corvsol comeemtratan (nmel/L)

Figura 3
Standard curves for assay of corisal in serum or plasma (@)

and in saliva (2] with the GammaCeoat™ [*1] BIA kit KapTTOANG.

Inueiwon: H kaptoAn autr AR@Bnke katd Tn diGpkeia PEAETNG TTou BIeEnXOn To 1984
O1T0U N TTEPIOYXN TINWYV TwV TTPoTUTIWY ATav 0, 2,0, 5,0, 10, 25 ka1 60 pg/dL. ATT6 TOTE, N
TEPIOXA TIHWV Twv TTPOTUTTWV €Xel aAAGEel. MapakaAeioTe va avaTpégete oTn VéQ
TTEPIOXA TIMWV YIa TOUG UTTOAOYIGHOUG KOPTICOANG aTo Gigho, AauBdvovTtag utmoyn pia
avaloyia 1:20.
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DuoI0AOYIKEG TIHEG

Mivakag 1
QPuaioloyikd TTpwivd emiTreda kopTI{OANG oTO GigAo Kail Tov opd (ug/dL)
Zieho Opdg
Opaég * n Aidpeocog ﬂspl9xn n Aigpeoog ﬂepl9xn
a0BeVWV TIMWV TIHWV
Guaiodoyikoi | 454 0,43 0,18-1,01 | 103 6,5 45-211
EVNAIKEG
Moudid (4 wg |- 405 040 |014-001| —
11 eTwv)
Eyrueg 84 047 [033-091]| 84 157 | 12,9-39,9
(3" Tpipnvo)

* Katoikol Hvwpévou BaoiAgiou.

11. NOIOTIKOZ EAEIMXOZz

KdbBe epyaoTtripio Ba TTpETTEl va XPNOIMOTTOIET UAIKG EAEYXOU OPKETWYV ETTITTEOWV VIO TNV
TrapakoAolBnaon Tng ammddoong Tou TTpoadiopiopol. O XeIPIoHOG TwV UAIKWVY eAEyXOU
Ba Tpétel va yiveral OTTwG auTéG TWV AyVWOoTwY dElyPaTwy. Oa TPéTel va TnpouvTal
TTIVOKEG TTOIOTIKOU €AEyXOU yIa va TTapakoAouBeital n ammddoon Twv UAIKWYV EAEyXOU.
Oa TTPETTEN va XPNOIUOTTOIOUVTAl KOTAAANAEG OTaTIOTIKEG PEBODOI yia Tnv agiloAdynon
Twv Taoewv. Oa Tpémel va eEakpiBwBolv Ta atrodekTd Opia amédoong yla KABe
EEXWPIOTO £pyaaThpio.

12. YNOAOTIZMOZ ANOTEAEZMATQN

Ta dayvwota deiygata opou, TTAGoOPATOG Kal OUPpwV HTTOPOUV va TTPoadIopIoTOUvV

Tautdxpova Kal n TTapepBoAf OAwv yiveTal ye Xprion NG KapTruAng Babuovéunong mou

£xel oxedlaoTei amd Toug Baduovountég KopTICOANG OTOV 0pd. ZTn OUVEXEID, TOOO N

KopTICOAN oTa deiypata un ekxUAiopévwy olpwv (UC) 600 kai n eAedBepn kopTiCOAN

ota Ociyyata ekxUAIopévwy olpwv (UFC) petatpémovial o€ «ug/24wpo» PE ToV

Kat&dAAnAo TUTTO.

121  Kataypdyte TG Kpouaelig ava Aemtd (CPM) Adyw Oéopeuong yia KABe
OOKIUOOTIKO CWARva.

12.2 X¢ xapTi nuiAoyapiBuikou ypaeruarog, oxedidaTe Tig¢ CPM Adyw déopeuong yia
Toug PaBuovounTtég KkopTIfOANG (KABeTOg dGgovag) o€ guvdapTnon MPeE TN
OUYKEVTPWON KOPTICOANG (0pIfoVTIOG GEovag).

12.3 ZxedidoTe TNV KAPTTUAN KaAUTEPN TTpooappoyns. MNa ouvABn dedopéva Kai To
ypaenua toug, avarpégte atov MINAKA Il kai To EXHMA 1.

12.4 Evromiote mig CPM AOoyw ©&éopeuong yia KABe OOKINOOTIKO CWAARva TTOU
avTIOTOIXEl 0€ KABe deiypa (UAIKO eAéyxou, opd, TTAAOUQ, PN €KXUAIOUEVA Kal
eKXUAIOPEVA 0Upa) OTOV KABETO Agova Kal XapdgTe pia opifOvTIa YPAPUA WOTTOU
va OuvavTrAOEl TNV KAUTTUAN BaBuovépnong. 1o onueio Toung, diaBdoTe Tn
ouykévTpwon KopTI(OANG (ug/dL) oTov opigdvTio GEova.
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12.5 KOPTIZOAH ZE MH EKXYAIZMENA OYPA

MNa va petarpéyete TV KopTiI(OAn ota olUpa (UC) Twv SelyhdTwy pn eKXUNOUEVWY
olUpwv amd pg/dL oe pg KopTIOAN avd 24wpo, XPNOIYOTTOINCTE TNV akOAoubn
eCiowaon:

_ SxV
uc = 100
oT1ToU:
S = Xuykévipwaon deiypatog pn ekxUNIopévwy oUpwv o€ pg/dL
\% = ZuvoAIkdg ByKoG oupwv o€ mL/24wpo
100 = ZuvTeEAEOTAG PETATPOTING

12.6 EAEYOEPH KOPTIZOAH ZE EKXYAIZMENA OYPA

MNa va petarpéyere TNV eAelBepn kopTi{OAn oTa oupa (UFC) Twv ekXUMIOPEVWYV
OelypudTwy olpwv omd ug/dL oe pg KopTi{OAn avd 24wpo, XPNOIYOTIOINCTE TNV
ak6éAoubn ggiowon:

_ SxV

UFC= 333 E-s)

oT1ToU:

S = Zuykévipwaon deiypatog ekxUANIoPEVWY oUpwv o€ pug/dL

E = ATOTEAEOUATIKA OUYKEVTPWON OOKINACTIKOU CWARvVa yia TO
avrtioToixo deiyua o€ ug/dL

\% = ZuvoAikdg ByKoG oUpwv o€ mL/24wpo

33,3 = XuvOUuaOMEVOG CUVTEAEOTNG OPAIWONG Kal ATTOTEAEOHATIKOTNTAG
€KXUNIONG

Mapadelypa:

E = 13,50 pg/dL

S = 7,85pg/dL

\Y = 1150 mL/24wpo

UFC = (7.85) (1150) = 48 ug KopTIOAN/24wpo

33,3 (13,50-7,85)

MNa epyaotApia Tou €mBupolv va TTOPAKOAOUBOUV TNV OTTOTEAEGUATIKOTNTA TNG
diadikaciag ekxUAiong olUpwv (EE), pmropei va xpnoipotoindei o akdAouBog TUTTOG
UTTOAOYIOUOU TNG ATTOTEAECUATIKOTNTAG WG TTOGOCTO.

E-S

EE = T x 100
oTtrou:
S SuykévTpwaon SeiyuaTog eKXUAIoOPEVWY oUpwv o€ pg/dL

E ATTOTEAECUATIKF) OUYKEVTPWON OOKINACTIKOU CWARVA yia TO QVTIOTOIXO
O¢eiypa oe pg/dL

6,0 = Avopevopevn dlagopd PETAEU TWV CUYKEVTPWOEWY OTOUG BOKIMATTIKOUG
owAnveg «E» ka1 «A» o€ pg/dL

100 = ZuvTEAEOTAG PETATPOTING
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12.7 YITHMA MONAAQN S.I.

Me xpAon popiokou Bdpoug 362,5 Dalton, ptropei va yivel PETATPOTI TWV TIHWV
BaBuovountwv opou, UNIKWV eAéyxou Kal SElYUATWY acBevidv (opou Kal TTAGOUATOG)
amé pIKpoypauudapia ava dékato Aitpou (ug/dL) o€ nanomole avd Aitpo (nmol/L) Tou
ouoTAPATOG povadwv S.I. ToAAamAaoidloviag pe 27,59 (Mo TG TIPEG Twv
BaBuovounTwyv kopTI{GANG TTOoU TTapaTiBevtal aTa dUo cUCTAPATA JOVAdWY, avaTpEETE
otov MINAKA 1I). Mg 6polo 1pdTT0, o1 TIHEG UNIKWYV €AEYXOU Kal BEIYUATWY ACBEVWV Un
EKXUNOPEVWV KAl EKXUNIOPEVWY  oUpwv  UTTopoUvV  va  PETATPATIOUV  aTrd
HIKpoypappdpia ava 24wpo (ug/24 hr) oe nanomole avd 24wpo (nmol/24 hr) Tou
ouoTAparog povadwy S.1. ToAAaTTAaaiddovTag pe 2,76.

NINAKAZ Il

Zuykévipwaon Babuovountwy

Ap. katahdyou Eitredo BabuovounTn Movddeg S.I.
CA-2367 0 ug/dL 0 nmol/L
CA-2358 1 pg/dL 28 nmol/L
CA-2359 3 pg/dL 83 nmol/L
CA-2370 10 pg/dL 276 nmol/L
CA-2371 25 ug/dL 690 nmol/L
CA-2372 60 pg/dL 1655 nmol/L
AINAKAZ il

Kataypaegnr dedopévwv
Na un xpnoiyotroinBei yia Tov uTroAoyIouS AyvwoTwy SeIyUaTWYV

CPM ZUYKEVTPWON
Ap. dok. Aoyw KopTI{OANG
owAfva  TMepiexOPevo BoK. GWARVWYV Séopeuang (pg/dL)
™ 2UVOAIKEG KPOUOEIG 44516
(1xvnB£TnG-puby. didAupa)
T2 >ZUVOAIKEG KpoUOEIg 43651
(1xvnBéTng-puby. didAupa)
1 TupAbg opdg kopTICOANG, Bg 0 pg/dL 22311
2 TupAbg opdg kopTICOANG, Bg 0 pg/dL 22771 0
3 BaBpovounTtig opol kopTi{oAng 1 pg/dL 19216
4 BaBpovounTtig opol KopTi{oAng 1 pg/dL 19243 1
5 BaBuovountrg opou kopTi{dANg 3 pg/dL 15331
6 BaBuovountrg opou kopTi{dANg 3 pg/dL 15731 3
7 BaBuovounTig opol kopTi{oAng 10 pg/dL 10660
8 BaBpovounTtig opol KopTigoAng 10 pg/dL 10294 10
9 BaBuovountrg opou kopTi{dANg 25 pg/dL 6862
10 BaBuovounTtig opol kopTi{oAng 25 pg/dL 6657 25
11 BaBpovounTtig opol KopTi{oAng 60 pg/dL 4186
12 BaBpovountig opol KopTi¢dAng 60 pg/dL 4224 60
13 Aegiypa aoBevry «A» 18470 1,3
14 Acgiypa aoBevr «A» 18992 1,1
Méoog 6pog: 1,2
15 Acgiypa acBevry «B» 10377 10,1
16 Agiypa aoBevri «B» 10608 9,6
Méoog 6pog: 9,9
17 Aciypa agBevi «M» 6316 28,8
18 Acgiypa agBevi «M» 6318 28,8

Méoog 6pog: 28,8
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ZuviiOn atroTeAéopara
Na pn Xxpnoipotroindei yia Tov UTTOAOYIGHO AYVWOTWYV SEIYHATWY

19,100 _ Patienty"A"
s Patient "B"
3 11,600 N
Patient&
4,100 |
1 3 10 25 60
Zuykévipwan KopTIZdAnG ug/dL
ZXHMA 1

13. TMEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

13.1 ZIxeTikd pe Tn diadikacia

To avTidpaaTApIo IXVNOETN-puUBUIOTIKOU SIGAUPOTOG TTPETTEl va TTpoaTaTeleTal atd To
owg. O1 emKkaAuppévol OOKIMAOTIKOI OCWAAVEG egival £Tolgol yia  Xprion  OTTwG
AapBdvovrar kai Ba Tpémel va @uAdooovtal oToug 2 €wg 27°C. To TAQOTIKO
TEPITUAIyHQ TTPETTEl va  €ival KAEIOPEVO UE ao@AAsid OTOV QUAGCOETE TOUG N
XPNOIPOTTOINUEVOUG  DOKINOOTIKOUG  OWAAVEG  TIPOKEIYEVOU  va  OTTOQEUXBEi N
OUPTTUKVWON.

Mpétrel va eAéyxeTe TOKTIKA TIG OUVONKEG eTTwaong. H Bepuokpacia Tou udpdAoutpou
mpémel va eivar otaBepry otoug 37 + 2°C kai n otdBun Tou vepol va PpiokeTal
upnAGTEPA OO TO OIGAUMO  OTOUG OOKIJOOTIKOUG OWARVEG, Xwpig, Ouwg va
TIPOKAAEITAI N QIWPNCN AUTWV.

O xpAoTng TPETTel va AauBAvel UTTOWN Tou OTI EVOEXOUEVWG VO TIPOKUWOUV £0QOAUEVA
atroteAéopata AOyw AavBaopévng @UAagng kai xeipiopou Twv deiypdrtwy. Mpémel va
ATTOPEUYOVTAl TA QIMOAUSGUEVA, TO AITTAIMIKG Kal TO IKTEPIKA OgiypaTa.

Av dev AapBdvetar owoTéG TIPEG KOPTICOANG yia Ta UAIKA €AEyxou, evOEXOUEVWG Ol
XEIPIOYOI va gival avakpIBeig, o XeIPIoONOG AavBaouévog f Ta avTidpacTrpia va £Xouv
utroBabuiaTei. ©a TTpéTTel va cupTrepIAaUBAavovTal UAIKG eAéyxou o€ KABe ekTéAeon. Oa
TIPETTEI VO KABIEPWVETAI P KAPTTUAN BaBuovépunang yia k&b ekTéAean.

To kit KopTI{OANG GammaCoat dev Ba TTPETTEl va XPNOIYOTIOINGE yIa TO XAPAKTNPIOUO
Twv emTTEdwV KopTIOANG o¢ Ociypata amd aoBeveig mou AapPdvouv Bepatreia pe
mpedvICoAGVN. BA. Meplopiopolsg epunveiag
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13.2 Eppnveia
JuvnBbwg, Ta PéyioTa GUOIoAoyIKA eTTITTEdO KOPTICOANG TTapaTnpouvTal petagu 5:00 kai
10:00 10 TTpwi. evwy o1 xaunAdTePEG TINEG TTapaTtnpouvTal peTagu 8:00 To atrdyeupa Kai
4:00 to Tpwi.® Ta amoyeupativd emimeda ouvABwg @TAvouv ato 1/2 éwg 1/3 Twv
Tpwivwyv emTTEdwV. ‘Exel mepiypagei Eagvikr avgnon twv emmmédwy KopTI(OANG o€
YUVQIKEG TO PECNUEPI, N OTTOId GUUTTITITEl YE TNV TTPOCANYN TPOPAG KOl UEIWVETAI
éviova pe Tn otépnon Tpo®nc.'” H evaAhayr ouvaioBnudtwv kKatd Tn SIApKEID TNG
nNUEPAG, oI BOKIYOGieg BIEYyEPONG KAl KATAOTOAAG KaI Ol BIAPOPEG KATAOTACEIG OTPEG
peTaBdaAAouv @uaoioloyikd Ta etmireda KopTI(OANnG. MNa mapddeiypa, n diéyepon ACTH
ouvABwg atrodidel TIHEG U0 €wG TPEIG POPEG PEYAAUTEPEG ATTO TO TTPWIVO ETTITTESO
ava@opdg.'® H kataoToA peTupatévng kai de€apebadovng auvnBwg atrodidel TTpwIVA
OeiypaTa Pe TINEG XapNAOTEPES atTd 5 pg/dL." Ta oioTpoydva, OTTWG Ta AVTIGUAANTITIKA
Tou AapBdvovTal amd To OTOUA, EVOEXOUEVWG VO TTPOKAAECOUV augnuéva eTTiTeda
KOPTICOANG WG aTTOTEAEOHA TwV OGAAAYHEVWY CUYKEVTPWOEWY TTPWTEIVWV OTO TTAGONGA
Kal Tov opd. Etropévwg, ol TIuég kKopTI(OANG kdBe aaBevry cuvrBwg aglohoyouvTal pe
ava@opd To TTPWIVO €TTITTEdO KOPTICOANG TOu/TNG.
O1 rpoadiopiopoi KopTI{OANG atmd aoBeveig Tou AauBdavouv Bepartreia pe TTPEOVICOAGVN
avrevdeikvuvtal  Adyw  TNG  uywnAng  dlooTauPoUPEVNG  avTIdPAOTIKOTNTAG  TOU
aVTIOWPaTOG  KOPTICOANG auTtod Tou KIT Pe Tnv  TIPedvICOAGVN Kol TNV
6-peBuhoTTpedVICoAdVN. H uwnAl diactaupolpevn avTidpaoTIKATNTA eVOEXOUEVWG Va
aTTodwaoel UPnNAG @aIvoUEeVIKA TTITTEdA KOPTICOANG.
O1 rpoadiopiopoi KopTI{OANG TTOoU TTapayovTal até To AUECO TTPWTOKOAAO olpwv Ba
€XOUV WG aTToTEAETUA KAIVIKGA €yKUPES TIMEG OTAV OUYKPIBOUV HE TNV avagepOuevn
PUOIOAOYIKR TTEPIOXN TIMWV KOPTICOANG O€ un ekXuAiopéva oupa. ETreidn eival yvwoTto
OTI un avayvwpIoPEVEG OUCIEG TTOU UTTAPXOUV OTa oUpa PTTopoUv va TTapepfBAnBolv
OTOUG avOOOTTPOCdIOPICUOUG €AEUBePNG KOPTICOANG, o1 TIYEG TTou Aapfdvovral pe
XPAON Twv AGUECWV TIPWTOKOAWY oUpwv Ba eivar upnAdtepeg amd autég TToU
AapBdavovTal ammd deiyyata oUpwv TTou €Xouv KaBaploTei PE TeEXVIKEG OTTWG n uypn
XpwuaTtoypagia uwnAng Trieong.'°2°

14. ANAMENOMENEZ TIMEZ

14.1 ENINEAA XTO NAAZMA H ZTON OPO

Mpwiva:

7 €éwg 25 pg/dL i 70 €wg 250 ng/mL

[193 éwg 690 nmol/L]

Atmoyelpara:

2 ¢wg 9 pg/dL A 20 £wg 90 ng/mL

[55 éwg 248 nmol/L]

AUTEG O1 TTEPIOXEG TIMWV WTTOpOoUV va Xpnaigotroinfolv wg odnydg £€wg 6Tou KABE
EPYAOTAPIO KABIEPWOEI TIG BIKEG TOU PUGIOAOYIKEG TTEPIOXEG TIMWV.

14.2 EAEYOEPH KOPTIZOAH ZE MH EKXYAIZMENA OYPA

H @uoioloyiki TTepIoxr) TIMWV TNG KOPTICOANG oTa oupa (UC) Twv pn eKXUNMIGHEVWY
delyuaTtwy olUpwv eival 75 éwg 270 pg avd 24wpo [207 éwg 745 nmol/24 hr].
H AavBaopévn ouAloyr OeiypaTog oUpwv eVOEXOUEVWG VO EXEl WG ATTOTEAEOUA TNV
e0@aApévn agloAdynon Tou acBevry. ZuvioTdTal va KaBopIOTE N KPEATIVIVN TTPOKEIPEVOU
va avayvwpioTouV ol Epavwg akatdAAnAeg auAloyég oupwy.?!

14.3 EAEYOEPH KOPTIZOAH ZE EKXYAIZMENA OYPA

H @uoioloyikn Tepioxn TINWV TNG AeUBepng kOpTICOANG aTa oUpa gival 20 £éwg 90 pg
KOpTICOAN avd 24wpo [55 €wg 248 nmol/24 hr]. H AavBaopévn cuAhoyr deiypatog
oUpwV eVOEXOMEVWG VA €XEl WG OTTOTEAECUA TNV €0QOAUEVN agIoAGynon Tou agBevr).
JuvioTatal va KaBopIoTel N KPEeATIvivn TTPOKEINEVOU VO avayvwpIoToUV Ol EPPAVWIG
akaT@AANAEG cuAAOYEG oUpwv.?!
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15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ
15.1 AKPIBEIA
H oakpiBeia yia TOov idlI0 TIpoodiopioud uttoAoyiotTnke amd To  péco  6po
20 TTpoodIopICUWY TTOU EKTEAEDTNKAV TAUTOXPOovVa avd deiypa opol. H akpifeia petagly
TTPOGBIOPICUWY UTTOAOYIOTNKE atrd TO PECO OpO eTMAVOANWEWV Yia 20 SIOQOPETIKEG
EKTEAETEIG.

Agiyua yia TutmkA SUVTEAEOTNG
akpiBeia aTov idIo Ap1Bu6g Méoog 6pog  amodkAiong  dlakupavong
Tpoadiopigud TTPOGOI0PITUWY (pg/dL) (ug/dL) (%)
Meiypa opou A 20 2,9 0,19 6,6
Meiyua opoU B 20 12,1 0,93 7,7
Meiyua opou C 20 47,1 3,18 6,8
Aciypa yia okpifeia ApiBuodg TuTkA ZUVTEAEOTNG
UETOEY OeIpag EEXWPIOTWV Méoog 6pog  amokAiong  dlokUupavong
TTPOCdIOPICUWYV EKTEAEOEWV (pg/dL) (pg/dL) (%)
Meiypa opou D 20 3,7 0,33 9,0
Meiyua opou E 20 12,1 1,19 9,8
Meiyua opouU F 20 36,9 3,24 8,8
15.2 AAn@ivoTnTa: H aAnBivétnTa autou Tou TTPoadiopiopol eAEyxBnke pe dokipaoia
avakTtnong.

ANAKTHZH AMNO MEIrMA OPOY

MapaokeudoTnkav Oeiypata pe TTPOCOETO OPAIWVOVTOG OEiyHa ME YVWOTA uwnAn
guyKEVTPWON KOPTICOANG HE PeEiyPa opoU To OTToiO €iXe TTPONyoupévwg avaAubei. KaBe
Oeiypa GTO OTT0I0 €yIVE AQUTA N TTPOCOIKN TTPOCBIOPIOTNKE TEGOEPIG POPEG. TO TTOCOOTO
avakTnong utroAoyioTnke wg (avaktnuévn Tiun/avapevopevn TiuR) x 100.

Juveiopopa Zuvelopopd Avapevouevn  Avaktnuévn
até MPooBAKkn  aTod peiypa TIA TIMA Moocoaté (%)
(ug/dL) (ug/dL) (ug/dL) (ug/dL) avaktnong
4,2 1,6 5,8 55 95
11,2 1,6 12,7 12,8 101
17,2 1,6 18,8 18,4 98
26,3 1,6 27,9 254 91
41,2 1,6 42,8 39,2 92

15.3 AvoAuTIKA guaioBnaia

H euaioBnaia Tng kapTUANG Babuovounang opideTal wg n PIKPATEPN PHOVAdIKA TIUM TTOU
ytropei va diokpiBei atrd 1o pundév. H oTatioTikn ekTiunon TnNG eAAXIOTNG avixveloiung
OUYKEVTPpWONG (euaioBbnaia) utroAoyioTnke cUpwva pe Tn pEBodo Tou D. Rodbard??
yia 30 emavaAfyelg oto  PNdevIKO OnueEio  TNG  KAUTTUANG  BaBuovoéunong.
H utroAoyiopévn euaigBnaia givar 0,21 pg/dL.

15.4 lox0g oUvSeong avTiyovou - avTICWHATOG
H oT1aBepd auyyévelag, kKatdTiv utroAoyiopou, Tou avTiopoU KopTI{OANG eival TrepiTrou
2 x 108 Aitpa/mole.
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15.5 AvaAuTiki €181K6TnTA

Ta Oedopéva Tng dlooTaUPOUPEVNG  QVTIOPACTIKOTNTAG TOU  avTiopoU  TTOU
XPNOIUOTIOIEITAI OTO TTAPOV KIT EKQPACETAl WG 0 AGYOG TNG CUYKEVTPWONG KoPTICOANG
TIPOG TN GUYKEVTpWON TNG ouaiag e OlaoTaupolpevn avTidpacTikétnTa ge 50%
avaoToAn TnNG pEYIOTNG OECUEUCNG.

‘Evwon % SlacTaupolpevn avTidpaoTIKOTNTA
KopTiZ6An 100
MpedvifoAdvn 25,5
6-MeBuloTrpedvi(oAdvn 14,5
11-0e00&uUKOPTICOAN 9,8
17-udpogutpoyeoTepbvn 0,4
KopTikooTepoEIdn 0,9
Ae€apebalovn 0,049
Mpedvigévn 3,8
Ag0o0EUKOPTIKOGTEPOVN 0,14
TetpaidpokopTi{dvn 0,2
AAdOOTEPOVN <0,1
B-kopTOAN <0,1
B-kopTOAGVN <0,1
Koptigovn 10,3
A1GdpokopTICOVN 0,43
MpoyeoTepdvn 0,015
STTEIPOVOAQKTOVN <0,1
TeTpaudpokopTI{OAn 0,3
6-B-udpokopTICOVN 4,2

FlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPE=TE XTHN TEAEYTAIA ZEAIAA
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SYMBOLS USED WITH DEVICES

C
g

(4]
[ ]

ul
A

@

markiertes Antigen

etiquetado con
125|

English Francais Deutsch Espafiol Italiano
European Con:]cc))rrnléesaux CE — Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity européennes kennzeichnung europea europea
Expiration Date Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
P d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
ooty | ot | obrarsaner | Sonsiore | Conslare o
e sung beachten 8
for Use d'utilisation uso l'uso
lIn V|trq Diagnostic in vitro. ) In—wtrg— Dlagnpstlco in Dlagnpstlca in
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Lot No. No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°®
Telz.m.perlature leltaltlon de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
imitation. température. temperatura temperatura
. . Festphase Fase sélida Fase solida
(C%thlg dptf:‘ absees) (Tzrl;zssee?]zl:ﬁtes) (Beschichtete (Tubos (Cannule con
) : Testroéhrchen). recubiertos). rivestimento).
Trazador: Tracciatore:
Tracer: antigen Traceur : antigene Tracer: |- antigeno antigene
labelled with I | marqué a l'ode '

etichettato con
125|

Buffer Tampon Puffer Tampdn Tampone
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
Harmful Nocif Gesundheits- Nocivo Nocivo
schadlich

SYMBOLS USED WITH DEVICES CONTINUED ON NEXT PAGE.
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Portugués

Svenska

EAANVIKG

C€

Conformidade com
as normas europeias

Europeisk
Overensstammeise

EupwTrdikr) Zuppdpewon

Prazo de validade Utgangsdatum Huepounvia Angng
Fabricante Tilverkare KataokeuaoTrig
Consulte as ; .

. = ZupBouAeureite TIg Odnyie:
instrucdes de Se bruksanvisningen HB Xpr’]ongg nvies
utilizagéo
In vitro diayvwaoTiKd

<

Diagnéstico in vitro.

Diagnostik in vitro.

10TPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV.

Z| [g
Er i ~EEEs

2]
-]
-

X &

(Tubos revestidos).

N.° do lote Batch-nummer Ap. TTapTidag
Limite de Temperatur- . .
temperatura. begrénsning. Mepiopiopioi Beppiokpaaiag

21EpPER PAO!
Fase sélida Solid fas (Emfa)r\]uﬁpé\?m

(Belagda ror).

SOKINAOTIKOI CWARVEG).

Tragador: antigeno
marcado com '?|

Sparelement:
antigen betecknad
med '

IxvnB£Tng: Avtiyovo
onuacpévo pe "

PuBpioTiké didAupa

Tampéo Buffert
Calibrador Kalibrator BaBpovounTtig
Radioactivo Radioaktiv Padievepyd

Nocivo Skadligt EmBAaBig
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DiaSorin Inc.
1951 Northwestern Avenue
P.O. Box 285
Stillwater, MN 55082-0285

DiaSorin S.p.A.,
13040 Saluggia (VC) Italy
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Phone: 651-439-9710
FAX: 651-351-5669

For Customer Service in the
U.S. and Canada Call Toll Free:
800-328-1482

In the United Kingdom Call:
44 118 9364200
FAX: 44 118 9792061
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